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RESUMEN

Las biopeliculas son agregaciones de microorganismos, principalmente bacterias, que juegan
un papel fundamental en los procesos de induccién e inhibicion del asentamiento y
metamorfosis en larvas de invertebrados marinos. En erizo de mar se ha observado que los
porcentajes de induccién a la metamorfosis son mayores en determinada etapa de formacion
de las biopeliculas. El objetivo de este trabajo fue determinar los cambios temporales en la
composicién y concentracién de bacterias en los primeros 7 dias de generacion de una
biopelicula y determinar si la induccién a la metamorfosis del erizo de mar depende de la
composicién y concentracién de bacterias presentes en la biopelicula. Se realizaron dos
ensayos de formacion de biopeliculas: uno con etizo blanco (Lytechinus pictus) y otro con
erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus). Para la formacion de las biopeliculas,
diariamente se introdujeron cajas de pozos miltiples en un acuario con erizos adultos y, en
otro con s6lo agua de mar. Esto se hizo para determinar si las diferencias estan relacionadas
con la presencia de erizos adultos. La induccion a la metamorfosis se realizo por triplicado
en cajas de pozos multiples donde se formaron las biopeliculas. Como control positivo se
usé KCl y como control negativo se usé agua de mar filtrada y esterilizada (AMFE). La
induccién a la metamorfosis se evalué por observacion en un microscogio estereoscopico a
las 24, 48 y 72 horas. Postetiormente, se tomé una muestra de un cm” de las biopeliculas
para realizar un conteo viable de bacterias en Unidades Formadoras de Colonias (UFC). En
el ensayo con erizo morado, se introdujeron portaobjetos estériles para observar la evolucion
en la formacién de la biopelicula y realizar un conteo celular directo (células/cm2) mediante
analisis de fluorescencia. Una vez realizados los conteos, se caracteriz6 cada una de las
colonias diferentes de acuerdo a su morfologia y se aislaron para identificarlas mediante la
amplificacion del gen 165 tDNA. En el ensayo con erizo blanco el mayor porcentaje de
inducci6n a la metamorfosis en las biopeliculas formadas en presencia de erizos adultos se
presentd al sexto dia (50.1%). Una respuesta semejante se presentd con las formadas en s6lo
agua de mar (52%) y en el control positivo (52.5). En el ensayo con erizo morado el mayor
porcentaje de metamorfosis en las biopeliculas formadas en presencia de erizos adultos se
presentd al tercer dia (43.5%), mientras que en los ensayos de biopeliculas formadas en
agua de mar se presentd al cuarto dia (8.9%). El porcentaje de metamorfosis en el control
positivo fue 53.7% mientras que en el control negativo fue de sélo 2.8%. En el conteo
directo se registré una mayor concentracion de células (de 2 a 10 veces) en biopeliculas
generadas en estanques con adultos de erizo morado que en biopeliculas formadas en
estanques con s6lo agua de mar. Al igual que con los valores de metamorfosis la mayor
concentracién celular se registr6 en las biopeliculas formadas en presencia de erizos adultos,
sin embargo la concentracién de bacterias en el dia de mayor induccion a la metamorfosis
fue hasta tres veces menor que en otros dias de generacion de biopeliculas en presencia de
etizo morado. En este ensayo, el conteo viable s6lo representé del 1-18% del conteo directo.
De acuerdo con las pruebas moleculares, las cepas de bacterias pertenecen a los géneros
Alteromonas sp, Pseudidiomarina sp, Sulfitobacter sp, Staphylococcus saprophyticus,
Maribacter ulvicola, Pseudoalteromonas sp, Rhodococcus sp, Microbacterium sp,
Planomicrobium sp, Marinomonas sp y Glaciecola sp, Roseobacter sp, Sphingomonadaceae
sp, Sphingopyxis sp, Cytophaga sp, Rhodobacteraceae sp, Marinobacter sp, Y
Flavobacteriaceae sp. Los géneros Cyfophaga sp, Rhodobacteraceae sp se encontraron solo
en el dia de mayor induccion.



1. INTRODUCCION

El erizo de mar es un invertebrado benténico que pertenece a la clase Equinoidea
del filum Equinodermata; se han descrito 950 especies de erizo las cuales habitan en las
grietas de las rocas, principalmente en la zona intermareal y a profundidades de entre 10
y 30 m (Palleiro, 1982). Dos especies comunes en las costas de Baja California son el
erizo blanco (Lytechinus pictus) que se distribuye desde las costas de California hasta las
Islas Galdpagos en el Océano Pacifico y desde Bermuda hasta Brasil en el Océano
Atlantico (Zigler y Lessios, 2004) y el erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus), el
cual tiene una distribucién geografica desde Alaska, E.U. hasta la Isla de Cedros, Baja
California (Palleiro, 1982). El erizo morado se captura con fines principalmente
comerciales y tanto el erizo morado como el blanco se utilizan como modelo biolégico

en la investigacion cientifica.

El erizo blanco mide menos de 4 cm de didmetro de caparazon y presenta espinas
cortas (Allen, 1980 citado por Cardoso-Martinez, 2008); el erizo morado no excede de 9
cm de didmetro y presenta espinas pequefias no mayores a 2.5 cm de longitud (Palleiro,
1982). Ambos alcanzan la madurez sexual durante el segundo afio de vida y pueden

llegar a vivir mas de 30 afios.

Los 6vulos y espermatozoides se liberan en el agua de mar, donde se produce la
fertilizacion, por lo que el desarrollo es externo y el embrion es planctonico.
Progresivamente, el embrion inicial se va transformando en una larva plancténica
denominada equinopluteus, que presenta 4 pares de brazos larvarios alargados (Ruppert
y Barnes, 1996). La larva equinopluteus puede nadar y alimentarse durante varios meses
hasta alcanzar su competencia metamorfica, la cual se caracteriza por el desarrollo del
rudimento juvenil, lo que indica que la larva estd preparada para el asentamiento y la

metamorfosis.



El asentamiento estd definido como el comportamiento realizado cuando una
larva peldgica deja el plancton, desciende al bentos, y se mueve sobre un substrato con o
sin acoplamiento a él. Para todas las larvas, la metamorfosis incluye la pérdida de los
6rganos especificos de la larva, los cuales utiliza para el nado planctonico y emergen las
estructuras especificas de un juvenil/adulto (Hadfield y Paul, 2001; Hadfield et al.,
2001).

Las larvas de muchas especies de invertebrados bentonicos son influenciadas por
sefiales fisicas (hidrodindmica y varios factores incluyendo la salinidad, temperatura, luz
y topografia de los sustratos) y quimicas (originadas de adultos con-especificos, los
organismos presa, o supetficies de los sustratos) para el asentamiento y metamorfosis en
sitios apropiados para el crecimiento de juveniles y su reproduccion (Crisp, 1974;
Butman, 1987; Pawlik, 1992; McEdwards, 1995; Rodriguez et al, 1993; Fusentani,
2004).

Otro origen de sefiales para el asentamiento larval son las biopeliculas, las cuales
han sido ampliamente reconocidas como necesarias para el asentamiento de algunas
larvas de invertebrados (Zobell y Allen, 1935). En algunos casos, tipos especificos de
bacterias presentes en las biopeliculas pueden ser las responsables de facilitar el
asentamiento (Hadfield ef al., 1994; Johnson et al,, 1997; Unabia y Hadfield, 1999) y los
productos quimicos atrapados o liberados de las bacterias pueden funcionar como

inductores de asentamiento (Hadfield y Paul, 2001)

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos que cubren superficies
s6lidas submareales e intermareales tales como rocas, barcos, lazos, animales marinos y
algas (Lee ef al., 2003). Los organismos predominantes son bacterias, algas, hongos,
protozoarios y diatomeas inmersos en una gruesa capa de sustancias poliméricas
extracelulares (Lawrence ef al., 1991) las cuales pueden proveer proteccion contra el
estrés ambiental ocasionado por una variedad de factores tales como radiaciéon UV,

cambios de pH, choque osmotico y desecacion (Mayer, 1999).



La formacién primaria de la biopelicula se ha reportado que sucede por medio de
una secuencia ordenada de pasos: 1) etapa de acondicionamiento inicial; 2) atraccion
quimica de bacterias méviles; 3) absorcion reversible de bacterias moviles y no moviles,
en esta etapa las bacterias estan sostenidas solo débilmente en la superficie solida y son
removidas facilmente; 4) etapa itreversible de acoplamiento por medio de polimeros
bacterianos extracelulares, los cuales pueden ser poliéacéridos y glicoproteinas
(Marshall et al., 1971) y 5) etapa final del desarrollo de microflora secundaria (Cundell
y Mitchell, 1977 citado por Mitchell y Kirckman, 1984). Las primeras cuatro etapas
ocurren muy rapidamente y se completan en horas, mientras que el desarrollo de la
microflora secundaria puede tomar dias o semanas (Mitchell y Kirckman, 1984).
Durante la formacién de la biopelicula, una sucesion. de diferentes especies puede ser
influenciada por las caracteristicas fisico-quimicas y biologicas del ambiente en el cual

se estd desarrollando (Wimpenny, 2000; Atlas y Bartha, 2002).

Las bacterias colonizadoras primarias desempefian papeles criticos en formar la
estructura y determinar la funcion de la biopelicula madura a través del establecimiento
del ensamblaje de colonizacion superficial inicial, con la modificacion de las
propiedades fisicoquimicas superficiales que hacen la superficie més (o menos)

conveniente para el reclutamiento de colonizadores posteriores (Dang y Lovell, 2002).



2. ANTECEDENTES

A través de diversas investigaciones se ha evidenciado que las biopeliculas
desempefian un papel importante en el asentamiento y metamorfosis larval de diferentes
invertebrados marinos y se ha intentado descubrir las posibles razones que contribuyen a
su eficacia (Johnson ef al.,, 1991; Keough y Raimondi, 1995; Carpizo-Ituarte y Hadfield,
1998; Hadfield y Paul, 2001; Huang y Hadfield 2003; Qian et al., 2003; Hung et al,,
2009).

Diferentes especies de invertebrados responden a biopeliculas de diferentes
especies bacterianas que son comunes en muchos substratos (Johnson et al., 1997).
También se ha observado que algunos invertebrados tienen preferencia por cierto tipo de
biopeliculas, por ejemplo, las larvas de invertebrados sésiles pueden distinguir entre
biopeliculas de composicidn, condicién fisiologica y fase de crecimiento diversas
(Wieczorek y Todd, 1998), sugiriendo que los microorganismos sirven como indicador
importante para las larvas que buscan un substrato conveniente. Keough y Raimondi
(1995) notaron que el reclutamiento de diferentes invertebrados sésiles esta
correlacionado con la edad de la biopelicula, por lo que realizaron un ensayo en el cual
generaron peliculas por 1, 3 y 6 dias, y observaron que éstos tenian preferencia por la
biopelicula con 6 dias de formacion. Resultados similares fueron obtenidos por Qian ef
al., (2003) en un experimento con Balanus amphitrite. Otro organismo, el mejillon
Mpytilus galloprovincialis también tiene una respuesta de asentamiento y metamorfosis a
biopeliculas que se incrementa significativamente con la edad de la biopelicula (Bao ef
al, 2007). Shikuma y Hadfield (2006) observaron la respuesta de induccién a la
metamorfosis del poliqueto Hydroides elegans con biopeliculas de 2 a 12 dias de
generacién. El mayor porcentaje de induccién a la metamorfosis se presenté entre los
dfas 6 y 12 alcanzando hasta un 99% de larvas metamorfoseadas, lo cual asociaron con
la densidad bacteriana de la biopelicula, ya que en este mismo estudio se observo un
incremento en la densidad con respecto al tiempo de generacion. En el trabajo realizado

por Hadfield et al., (1994) encontraron que el asentamiento de las larvas de Hydroides



elegans requiere una densidad microbiana minima, y el porcentaje de asentamiento
larval se correlaciona con la densidad bacteriana en biopeliculas naturales formadas por
varias especies de bacterias, algas filamentosas, diatomeas y hongos. Huang y Hadfield
(2003) mencionan que una biopelicula altamente inductiva se puede obtener
sumergiendo un sustrato, como una lémina de vidrio o un pedazo de malla de pléstico,
por 3 o més dias en el flujo de agua de mar natural en condiciones de laboratorio, y
encontraron que la densidad de la biopelicula es comparable a una biopelicula de 1 a 3

dias en Pearl Harbor, Hawai en condiciones naturales (Hadfield et al., 1994).

Con relacién a la estructura de la biopelicula, diversos estudios se han llevado a
cabo para determinar la composicion bacteriana en las etapas tempranas de las
biepeliculas. Uno de ellos consistio en la formacion de biepeliculas en laminillas de
vidrio con 3 y 6 dias de incubacion. Las bacterias colonizadoras en las laminillas fueron
identificadas molecularmente amplificando el DNA de la region que codifica para el
fRNA 16S 6 23S para identificar los grupos filogenéticos especificos. Las o-
Proteobacteria fueron los organismos colonizadores mds abundantes en la superficie.
Mias del 28% de las células bacterianas totales fueron afiliadas con el grupo marino

Rhodobacter (Dang et al., 2002).

Lau y Qian (2001) realizaron un ensayo con peliculas monoespecificas de 2
bacterias aisladas de biopeliculas de formacion temprana (24 h), las cuales fueron
identificadas como Roseobacter y Proteobacteria. En este ensayo observaron que larvas
de Hydroides elegans respondieron a la induccion de asentamiento de manera similar,
sugiriendo que la sefial para el asentamiento larval que proviene de estas bacterias puede
compartir caracteristicas comunes. Al tratar las monopeliculas con un agente fijador,
notaron que éste eliminé completamente la actividad inductora de la metamorfosis larval
de las peliculas bacterianas, mientras que al realizar un tratamiento con antibidtico, €ste
redujo el porcentaje del asentamiento larval en las peliculas bacterianas en una manera
dependiente de la concentracion del antibiotico. En otro estudio similar, realizado por

Bao ef al., (2007) para observar la respuesta de asentamiento y metamorfosis de mejillon



Mytilus galloprovincialis, se utilizaron agentes de fijacién (formalina y glutaraldehido),
calor, etanol, irradiacion ultravioleta y tratamientos con antibidticos en las biopeliculas,
y notaron una reduccién o pérdida significativa de la actividad inductora. Por lo que
ambos estudios sugieren que la sefial de asentamiento larval se asocia con la supetficie
de la célula bacteriana y que el efecto inductor al asentamiento larval de la bacteria se

correlaciona con la viabilidad de las bacterias.

En diversos estudios se ha sugerido la influencia de la comunidad bacteriana en
el asentamiento y metamorfosis. Lau et al, (2005), analizaron el efecto de la
temperatura en la composicién de la comunidad bacteriana durante el desarrollo de
biopeliculas y la respuesta de larvas del poliqueto Hydroides elegans y 2 especies de
balanos (Balanus amphitrite y B. T rigonus). El asentamiento larval de B. amphitrite y B.
trigonus fue inducido por biopeliculas desarrolladas a altas temperaturas (23 y 30°C), sin
embargo biopeliculas formadas a bajas temperaturas (16°C) no indujeron (B. amphitrite)
o inhibieron (B. trigonus) el asentamiento larval. La respuesta de asentamiento de estos
balanos no estuvo correlacionada con la biomasa o la densidad de las biopeliculas, pero
coincidi6 con diferencias marcadas en la composicion de la comunidad bacteriana entre
biopeliculas desarrolladas a diferentes temperaturas. La respuesta de asentamiento de
Hydroides elegans se cotrelacion6 moderadamente con la densidad bacteriana, pero no
hubo relacién aparente con la composicién de la comunidad bacteriana de las
biopeliculas. Por lo que estos autores sugieren que la composicion de la comunidad
microbiana y la densidad de bacterias en las biopeliculas, las cuales pueden variar con
las condiciones ambientales locales, determinan que las larvas de las 2 especies de
balanos e Hydroides elegans, respectivamente, puedan distinguir entre hébitats con

diferentes condiciones ambientales.

Durante los ultimos afios, en el Laboratorio de Ecologia y Biologia del
Desarrollo del 10, se ha experimentado con el papel que desempeifian la biopeliculas en
la induccién a la metamorfosis de tres especies de erizo de mar, que incluyen el erizo

morado (Strongylocentrotus purpuratus), el erizo 10jo (Strongylocentrotus franciscanis)



y el erizo blanco (Lytechinus pictus). Los resultados iniciales han mostrado, que tanto
cepas bacterianas obtenidas en el laboratorio como de pozas del intermareal con
presencia de erizos, son capaces de inducir a la metamorfosis (Diaz-Pérez, 2006;
Cardozo-Martinez, 2008; Santiago-Gonzalez, 2008). Sin embargo, si bien se han aislado
algunas cepas que resultan inductoras de la metamorfosis (Ver; Santiago-Gonzélez,
2008), todavia no se han determinado las caracteristicas de la evolucion de la biopelicula

a lo largo del periodo, ésta funciona como inductora de la metamorfosis.

Por lo tanto, la presente investigacion plante6 documentar los cambios en la
composicién y concentracién de bacterias durante Jos primeros dias de formacién de la
biopelicula y contrastar esta sucesion con su capacidad inductora de la metamorfosis de

larvas de erizo blanco, Lytechinus pictus y etizo morado, Strongylocentrotus purpuratus.



3. HIPOTESIS

Considerando que existe una sucesion de bacterias en las biopeliculas, las larvas de
erizo de mar serdn inducidas a la metamorfosis dependiendo de los cambios en la
composicién y concentraciéon bacteriana de la biopelicula, en los primeros 7 dias de

formacion de la misma.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General:

Determinar los cambios temporales en la composicién y concentracion de
bacterias en los primeros 7 dias de formacion de una biopelicula y determinar si la
induccion a la metamorfosis del erizo de mar depende del tipo y concentracion de

bacterias presentes en la biopelicula.

4.2 Objetivos Particulares:
a. Determinar como varia la composicién y concentracion de bacterias durante los
primeros 7 dias de formacion de una biopelicula a temperaturas entre 18 y 20 C.
b. Determinar en qué dia de formacion de la biopelicula hay una mayor induccién a
la metamorfosis.
c. Determinar si la induccién a la metamorfosis depende de la concentracién y/o
composicion de bacterias en la biopelicula.

d. Identificar las bacterias encontradas en las biopeliculas de 1-7 dias de formacion.



5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Obtencion de organismos.

Los ejemplares de erizo morado (S. purpuratus) adultos fueron colectados en
Bajamar, al norte de Ensenada, Baja California, México (latitud 31°58°49”N, longitud
116°47°38”W) en diciembre de 2007 y los de erizo blanco (L. pictus), en la Isla Todos
Santos, Ensenada, Baja California, México (latitud 31 50"23”N, longitud 116 38'18”W )
en octubre de 2007.

5.2 Produccion y mantenimiento de larvas.

Las larvas de las dos especies de erizo utilizadas en los ensayos se produjeron
siguiendo la metodologia descrita por Carpizo Ituarte ef al., (2002) y Diaz-Pérez (2000).
Una vez que alcanzaron el estadio de prisma, las larvas se colocaron en estanques
conicos de 45 L con aireacién continua y estuvieron a una temperatura de 16 a 19°C
durante el periodo de cultivo. La densidad de las larvas en los estanques fue de 2 larvas
ml™! y como alimento se les proporcion6 diariamente 500 mL de microalga Rhodomonas
sp. El recambio de agua en los estanques se realizo de acuerdo con la rutina de limpieza
descrita por Diaz-Pérez (2006) y fue del 50% del volumen del agua diariamente y el

100% cada tercer dia.

5.3 Formacién de biopeliculas.

Para la generacion de las biopeliculas se utilizaron dos acuarios de 40 litros con
un sistema de flujo de agua de mar continuo (1.5L min™). Uno de los acuarios contenia
un grupo de 15 erizos adultos y el otro acuario no contenia erizos, solo agua de mar con
el mismo sistema de flujo de agua. de mar que. el anterior. Esto se hizo para determinar si
existian diferencias en la composicién y concentracion de bacterias en las biopeliculas
relacionadas con la presencia de los erizos adultos. En ambos acuarios se introdujeron
cajas de seis pozos (BD Falcon, CAT EF24890Q Daigger) estériles para que se

formaran biopeliculas de 1 a 7 dias.
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Se realizaron dos ensayos de formacién de biopeliculas, uno con erizo blanco y
ofro con erizo morado. Durante el ensayo con erizo morado, también se introdujeron 2
portaobjetos estériles en cada acuario para observar la evolucion en la formacion de la
biopelicula y realizar el conteo celular directo en un microscopio invertido Carl Zeiss
AXIOVERT 200M con sistema confocal. Los portaobjetos fueron Javados con etanol

absoluto y esterilizados en cmara UV antes de ser colocados en los acuarios.

5.4 Ensayos de induccion a la metamorfosis.

Los ensayos de induccion a la metamorfosis se realizaron en las cajas de seis
pozos en las que se generaron las biopeliculas de 1 a7 dias. Previo al ensayo, las cajas
fueron enjuagadas tres veces con agua de mar filtrada hasta 0.2 pm y esterilizada en
autoclave (AMFE) para remaver heces u otras particulas depositadas en los pozos. Para
el ensayo, en cada pozo s¢ adicionaron 5 mL AMFE y se colocaron de 20 a 30 larvas
competentes. Se tuvieron 3 réplicas por tratamiento. Como control positivo las larvas
fueron inducidas a la metamorfosis en presencia de KCl (100 mM por 15 min), después
del cual, la solucién se sustituy6 por AMFE de acuerdo con lo descrito por Carpizo-
Ttuarte et al., (2002). Como control negativo las larvas se colocaron solo en agua de mar

filtrada hasta 0.2 pm y esterilizada.

Ia evaluacién del porcentaje de induccion a la metamorfosis se realiz6 mediante
observacién en un microscopio estereoscopico Carl Zeiss, a las 24, 48 y 72 horas de
introducir las larvas a los pozos experimentales. Las larvas se consideraron
metamorfoseadas cuando presentaron la morfologia caracteristica de la post-larva, la
cual se asemeja a un erizo adulto, con las espinas juveniles desplegadas y utlizando los

pies ambulacrales para desplazarse (Carpizo-ltuarte et al., 2002).

5.5 Analisis estadistico de los resultados de induccion a la metamorfosis.
Para realizar las pruebas estadisticas, los datos de porcentaje de metamorfosis
fueron transformados con la funcién arco-seno. Las diferencias estadisticas fueron

evaluadas mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una'y dos vias (0. = 0.05). Cuando
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las pruebas de normalidad de los residuos y homogeneidad de varianzas no se
cumplieron (pruebas q-q ¥y Kolmogorov-Sminorv, respectivamente), se realizd un
ANOVA por rangos de Kruskal-Wallis. Para realizar las comparaciones miltiples se
utilizaron las pruebas de minimos cuadrados (Fisher’s LSD) y Student-Newman-Keuls

(SNK); todo lo anterior con ayuda del programa SigmaStat 2.03.

5.6 Cuantificacion de bacterias en las biopeliculas.
5.6.1. Conteo directo.

Los portaobjetos en los cuales se formaron las biopeliculas de 1 a 7 dias fueron
enjuagados con AMFE y preservados en 10 mL de solucion fijadora (glutaraldehido
3.7%). Para su observacion en el microscopio, se utilizo el fluorocromo DAPIL. La
solucién de montaje fue glicerol al 50% con PBS pH 7 a una concentraciéon 0.1 M
(buffer de fosfatos). Para determinar la concentracién de bacterias por cm?® de
biopelicula (cels cm?) se cuantificaron al azar 16 campos de un 4rea de 4.8204x107

cm?, y el valor promedio se multiplicé por 2.074516x10", factor de conversion para el

area del filtro.

5.6.2. Conteo viable en placa.
Las cajas de seis pozos con biopeliculas de 1 a 7 dias de formacion, utilizadas en

los ensayos de induccion a la metamorfosis fueron enjuagadas con AMFE. El muestreo
se realizo en el pozo en el que se registro el maydr porcentaje de metamorfosis. Con un
hisopo estéril se realizo un barrido de 1 cm? de biopelicula, la muestra fue resuspendida
en 10 mL de AMFE y se realiz0 una serie de diluciones (10‘l y 1()'2). Para la
inoculacion, se tomaron 100 pL de cada tubo incluido el inicial (directa) y se sembraron
por duplicado en cajas Petri con medio agar Zobell, especifico para bacterias
heter6trofas marinas (Oppenheimer y ZoBell, 1952) (anexo A). Las cajas se incubaron a
24°C. El nimero de bacterias se conto diariamente durante 7 dfas para determinar la
concentracion de bacterias viables en las biopeliculas en unidades formadoras de

colonias (UFC cm?).
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5.7 Aislamiento y purificacién de cepas bacterianas.

Las colonias de bacterias que crecieron en las cajas Petri donde se realizo el
conteo fueron diferenciadas de acuerdo a su morfologia (forma, elevacion, margen y
color). Una muestra de cada morfotipo bacteriano fue sembrada por estriado en medio
agar Zobell estéril (anexo A). Se realizaron varias transferencias hasta obtener cepas
puras. Este procedimiento y los que se describen a continuacién se realizaron
Gnicamente con las cepas obtenidas en el ensayo con erizo morado y su control con agua

de mar.

La asignacion de claves para cada una de las cepas aisladas y purificadas se
realizé de la siguiente manera: BIO corresponde al origen de la cepa (de biopelicula
formada en el laboratorio); EM (erizo morado) y AM (agua de mar) indica el tipo de
acuario donde se aisl6; el nimero del 1-7 indica los dias de formaci6n de la biopelicula;
la letra siguiente indica el ensayo al que corresponde y el ntimero final indica el ndmero
de cepa aislada, por ejemplo, la cepa BIOEMIE] indica una muestra de biopelicula de

erizo morado en el dia 1, la bacteria nimero 1.

5.8 Pruebas bioquimicas.

A las cepas aisladas de las biopeliculas se les realizaron las pruebas bioquimicas

de oxidasa y catalasa asf como la tincion de Gram.

5.9 Preservacién y almacenamiento de las cepas.
Para su preservacion las cepas bacterianas fueron cultivadas en 10 mL de medio

Zobell liquido a una temperatura de 23 a 25°C por un periodo comprendido entre 24 yr
72 hr. Posteriormente, en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL se adiciond 1 mL del
cultivo bacteriano y 500 pL de glicerol al 10%. Las cepas fueron almacenadas por

duplicado a -70°C.
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5.10 Caracterizacién molecular.

5.10.1. Extraccion de ADN genémico.
Para la extraccion de ADN, las cepas se cultivaron en medio Zobell liquido a pH

7.6 y se incubaron por 24 h aproximadamente a 150 rpm. La extraccion del ADN
genoémico se realizo signiendo el protocolo modificado de Marmur (1961), como lo

describe Santiago-Gonzélez (2008) (anexo B).

5.10.2. Analisis de ADN.
El ADN extraido de cada una de las cepas fue separado por electroforesis en gel

de agarosa al 0.8%. por 1 hr a 85V. El gel de la electroforesis se colocé en el
transiluminador de luz UV y se tom6 la imagen respectiva en el analizador de imagenes.
Para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN se utilizaron marcadores de peso

molecular (Invitrogen) que corrieron en la electroforesis junto con las muesiras.

5.10.3. Amplificacién de 16S rADN.
La amplificacion del gen 168 rDNA se hizo por medio de la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR), utilizando el ADN genémico de las cepas bacterianas que
fueron seleccionadas de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas. Las condiciones que
se utilizaron para la PCR fueron las que se describen a continuaci6n: 1) ciclo de
desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min; 2) 35 ciclos consistentes de 94°C por 1 min,
59°C por un min, 72°C por 1 min; y una extension del ultimo paso consistente de 72°C
por 10 min (anexo C). Los primers que fueron utilizados son complementarios al 165
RNA de Escherichia coli: 27 Fwd (5’ -AGA GTIT TGA TCM TGG CTC AG- 3%
posicién 27-46. 1522 Rvs (5’ -AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA- 3”) posicion 1502-
1522 y 785R (5° - CTA CCA GGG TAT CTA ATC C - 3°) posicion 785-804 (Lee et al.,
1993 citado por Lau ef al., 2002). Los primers 27F y 1522R amplifican un fragmento de
1500 pb aproximadamente, mientras que los primers 27F y 785R. amplifican un
fragmento de aproximadamente 700 pb. Para la purificacién de los productos PCR

obtenidos se utilizo el “PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)”.
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5.10.4. Secuenciacién de los productos PCR.
Las reacciones de secuenciacion se prepararon de acuerdo a las especificaciones

de SeqXcel DNA sequencing service (http:/www.segxcel.com/). La concentracion del

producto PCR fue de 20 a 30 ng por 100 pb en un volumen de 12 pL. El procesamiento
de las muestras se hizo con un kit para secuenciacion (BigDye® Terminador cycle
sequencing kit). Las muestras fueron purificadas de acuerdo a los protocolos de
“Biosystems DNA sequencing” (de Biosystem). De cada uno de los productos de PCR

s6lo se secuencié la cadena directa utilizando el primer 27F.

5.10.5. Alineamiento de las secuencias.
Qe realizé un alineamiento de cada una de las secuencias con una base de datos

de secuencias nucleotidicas, mediante la opcion BLAST (Basic Alingment Search Tool)
en la pagina web del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Dentro de
la opcion BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) se utiliz6 la opcion

«“nucleotide BLAST?, la cual mostré las secuencias con mayor porcentaje de identidad
con el gen 16S rDNA. Con los resultados obtenidos se establecié la identidad de las
cepas a nivel género y/o especie y el porcentaje de identidad. Posteriormente, se realizo
el alineamiento de las secuencias en el programa UltraRBdit Editor de textos/HEX

Profesional versién 15.20.0.1016 (hitp y://www.idmcomp.com/).

5.10.6. Elaboracién de arbol filogenético.
La construcciéon del arbol filogenético fue realizada en el programa MEGA 4

(Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (hitp://www.megasoftware.net/), en el cual

se utilizé el archivo previamente elaborado en el programa UltraEdit. Una vez realizado
el alineamiento, se utilizé la opcion “bootstrap test the phylogeny” (remuestreo) y por el
método Neighbor Joining (NJ) se generé una matriz de distancias entre secuencias a

través del modelo "Kimura-dos-pardametros" (Tamura ef al., 2004).
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6. RESULTADOS
6.1 Ensayos de induccién a la metamorfosis con erizo blanco.

En el ensayo con erizo blanco, a las 72 horas de exposicién de las larvas, el
mayor porcentaje de induccion a la metamorfosis (50.1%), en las biopeliculas formadas
en presencia de erizos adultos se presenté con la pelicula de 6 dias de formacion. Una
respuesta semejante se presentd con las biopeliculas formadas en sélo agua de mar
(52%). En el control positivo se presenté un porcentaje de 52.5, similar al maximo

encontrado con las biopeliculas, mientras que en el control negativo el porcentaje fue

del 11.1 (figura 1).
©
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Figura 1.- Porcentaje de induccion a la metamorfosis de larvas de erizo blanco a las 24, 48 y 72 horas de
exposicion a biopeliculas formadas en presencia de erizos blancos adultos (EB) y biopeliculas formadas en
s6lo agua de mar (AM). El nimero al final de la clave (1-7), corresponde a los dias de generacién de la
biopelicula. Control negativo: AMFE (agua de mar filtrada y esterilizada). Control positivo: KCI (Cloruro
de potasio 100 mM; 15 min). El color de las barras corresponde al tiempo de exposicién: negro 24h,
anaranjado 48 h y verde 72 h (n = 3 réplicas por tratamiento, las lineas verticales sobre las barras indican

el error estandar).
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De acuerdo con el andlisis estadistico, en los porcentajes de induccion a la
metamorfosis en las biopeliculas formadas en presencia de erizos blancos adultos, se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (dias de generacion de las
biopeliculas y controles; ANOVA 1 via, P < 0.05). Los porcentajes de induccion de las
biopeliculas de 1 a 5 dias de generacion fueron iguales entre si y el control negativo,
pero menores (casi la mitad) con respecto al control positivo (LSD, P < 0.05). Solo en
las biopeliculas de 6 y 7 dias se encontraron diferencias con relacion al control negativo
(LSD, P < 0.05). El porcentaje de mayor induccién de metamorfosis de las biopeliculas
en presencia de erizos blancos adultos, obtenido con la biopelicula de 6 dias de
formacién, no present6 diferencias con la biopelicula de 7 dias y el control positivo
(LSD, P > 0.05), pero si hubo diferencias con el resto de los tratamientos (LSD, P <
0.05). Resultados similares se obtuvieron en el analisis realizado a los porcentajes de
induccién a la metamorfosis en las biopeliculas formadas en agua de mar sin la
presencia de erizos (ANOVA 1 via, P <0.05). Los porcentajes de metamorfosis en las
biopeliculas de 1-5 dias de generacion también fueron iguales entre si pero menores
(casi una tercera parte) con relacién al control positivo (LSD, P < 0.05). Sélo las
biopeliculas de 5, 6 y 7 dias de generacion presentaron diferencias con respecto al
control negativo (LSD, P > 0.05). La biopelicula con 6 dias de formaci6n, no presento
diferencias con la biopelicula de 7 dias de formacion y el control positivo (LSD, P >

0.05), pero si hubo diferencias con el resto de los tratamientos (LSD, P < 0.05).

Al realizar el analisis estadistico con dos factores (condiciones para la formacion
de las biopeliculas y dias de generacion), no se encontraron diferencias significativas
entre las biopeliculas formadas en presencia de erizos adultos y las formadas en so6lo
agua de mar (ANOVA 2 vias, P > 0.05). Mientras que al comparar entre dias de
generacion en las biopeliculas formadas en solo agua de mar si hubo diferencias
significativas (ANOVA 2 vias, P < 0.05). En este caso, ambos factores son
independientes, ya que no hubo diferencias significativas en las interacciones entre el

tipo de biopeliculas y los dias de formacion (ANOVA 2 vias, P> 0.05).
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6.2 Ensayo de induccién a la metamorfosis con erizo morado.

En el ensayo de induccion a la metamorfosis con erizo morado, el mayor
porcentaje de induccion a la metamorfosis en biopeliculas formadas en presencia de
erizos adultos se presenté al tercer dia (43.5%), mientras que en las biopeliculas
formadas en solo agua de mar el mayor porcentaje de induccién se presento al cuarto dia
(8.9%). El control positivo presenté un porcentaje de 53.7 mientras que en el control

negativo el porcentaje fue de 2.8 (figura 2).
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Figura 2.- Porcentaje de la induccién a la metamorfosis de larvas de erizo morado a las 24, 48 y 72 horas
de exposicion a biopeliculas formadas en presencia de erizos morados adultos (EM) y biopeliculas
formadas en sélo agua de mar (AM). El nimero al final de la clave (1-7), corresponde a los dias de
generacion de la biopelicula. Control negativo: AMFE (agua de mar filtrada y esterilizada). Control
positivo: KCI (Cloruro de potasiol00 mM,; 15 min). El color de las barras corresponde al tiempo de
exposicion: negro 24h, anaranjado 48 hy verde 72 h (n = 3 réplicas por tratamiento, las lineas verticales
sobre las barras indican el error estandar).
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En los porcentajes de induccion a ]a metamorfosis con las biopeliculas formadas
en presencia de erizos morados adultos, se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (dias de generacién de las biopeliculas y controles; ANOVA 1 via, P <
0.05). Las biopeliculas de 1-5'y 7 dias de formaci6n presentaron diferencias con respecto
al control positivo (SNK, P < 0.05), mientras que con relacion al control negativo no se
encontraron diferencias (SNK, P > 0.05). La biopelicula con 3 dias de formacion, en la
cual se registré el porcentaje de mayor induccién de la biopeliculas en presencia de
erizos morados, no resultd diferente al control positivo (SNK, P > 0.05), pero si fue
diferente con el resto-de los tratamientos (SNK, P < 0.05). Al realizar el analisis de los
porcentajes de metamorfosis de las biopeliculas generadas en sélo agua de mar, también
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA 1 via, P <
0.05); las biopeliculas de 1-7 dias de formaci6n presentaron diferencias significativas
con relacion al control positivo (SNK, P < 0.05), mientras que con el control negativo no

se encontraron diferencias (SNK, P > 0.05).

Al realizar el analisis estadistico con dos factores (condicién para la formacion
de las biopeliculas y dias de generacion), se encontraron diferencias significativas entre
los dos tipos de biopelicula (ANOVA 2 vias, P < 0.05). La comparacion entre dias de
generacion de las biopeliculas formadas en solo agua de mar mostro diferencias
significativas con respecto a las formadas en presencia de erizos morados adultos
(ANOVA 2 vias, P < 0.05). En este ensayo el efecto del tipo de biopelicula no fue
independiente del efecto de los dias de generacion, ya que se encontraron diferencias

significativas en las interacciones entre ambos factores (ANOVA 2 vias, P <0.05).

6.3 Cuantificacién de bacterias en las biopeliculas -

6.3.1 Ensayo con erizo blanco.

En la figura 3, se puede observar una variacion de la concentracion bacteriana en
Unidades Formadoras de Colonias por centimetro cuadrado (UFC cm™?) de cada uno de

los dias de generacion de las biopeliculas.
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Figura 3. Concentracion de bacterias en los diferentes dias de formaci6n de las biopeliculas generadas en
los acuarios con s6lo agua de mar y erizo blanco (UFC cm?).

En las biopeliculas formadas en solo agua de mar, la concentracion mds alta se
registré al tercer dia (970 x 10° UFC c¢m™), mientras que para las biopeliculas formadas
en presencia de erizos blancos adultos la concentracion mas alta se present6 en el primer
dia (400.4 x 10% UFC cm™). Al quinto dia se observo una disminucion considerable en la
concentracién de bacterias tanto para la biopelicula formada en solo agua de mar como
para la formada con etizos adultos, con un valor de 38 x 10° UFC em™ y 21.1 x 10° UFC

cm’, respectivamente.

La concentracién de bacterias en las biopeliculas formadas en presencia de erizo
blanco en el dia 1 fue 38 veces mayor que en la biopelicula formada en s6lo agua de
mar, mientras que para el dia 7 fue sélo 3 veces mayor. Para los dias 2, 4 y 5 los valores
fueron muy similares. En contraste, para los dias 3 y 6 la concentracion bacteriana en las
biopeliculas formadas en s6lo agua de mar fue aproximadamente 3 veces mayor que la

registrada en las biopeliculas formadas en presencia de erizo blancos adultos.
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Al realizar el conteo de las colonias diferentes que aparecieron en cada uno de
los siete dias de generacion, para ambos tipos de biopelicula (figura 4), se observo que
en las formadas en s6lo agua de mar en el primer dia de generacion se registré un valor
de 19 colonias. Para los otros dias el nimero varié de un valor minimo de 12, en el
segundo dia, y un valor maximo de 20 colonias en el tercer dia. Para las biopeliculas
formadas en presencia de erizos blancos adultos, en el primer dia de generacion se
obtuvieron 21 colonias. Para los otros dias el ntimero varié de un valor minimo de 11, en

el segundo dia, y un valor méximo de 24 colonias en el quinto dia.
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Dias de generacion de las biopeliculas

Figura 4. Ntmero de cepas encontradas en cada una de las biopeliculas generadas en s6lo agua de mar y
en presencia de erizos blancos para cada uno de los dias de formacién de las peliculas.
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Figura 5. Numero de cepas nuevas encontradas en cada uno de los dias de generacion de las biopeliculas
formadas en sélo agua de mar y la frecuencia acumulada que corresponde al nimero total de cepas
encontradas.

Al realizar el analisis morfolégico de las colonias de bacterias presentes en cada
condicién experimental se determiné que, en las biopeliculas formadas en solo agua de
mar habia 64 cepas diferentes (figura 5), valor similar al obtenido en las biopeliculas
formadas en presencia de etizos blancos adultos (figura 6). El mayor nimero de cepas
diferentes se registro en el primer dia para ambos tipos de biopelicula, con un valor de
19 cepas en la biopelicula de agua de mar y 21 para la de erizos adultos. Para los demas
dias, en general el nimero de cepas nuevas fue de un orden de magnitud menor. En la
biopelicula formada en s6lo agua de mar se registré un segundo valor maximo de 14
cepas nuevas al tercer dia, Un valor similar se registro en la biopelicula formada en

presencia de erizos blancos adultos en el cuarto dia.
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Figura 6. Nimero de cepas nuevas encontradas en cada uno de los dias de generacion de las biopeliculas
formadas en presencia de erizos blancos adultos y la frecuencia acumulada que corresponde al niimero
total de cepas.
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6.3.2 Ensayo con erizo morado.
6.3.2.1 Conteo Directo.

En la figura 8 se muestra la evolucién de las biopeliculas formadas en presencia
de sélo agua de mar y de adultos de erizo morado. En la figura 7 se presentan los valores
de conteo directo de bacterias en las biopeliculas. En términos del nimero de células por
centimetro cuadrado (No. células cm™) la concentracion de bacterias en las biopeliculas
formadas en presencia de erizo morado fue de 2 a 10 veces mayor que en las
biopeliculas formadas en slo agua de mar. La magnitud de la diferencia varié con el dia
de formacién de la biopelicula. La mayor diferencia (10 veces) se registro en el dia 7
mientras que la menor diferencia se registré en los dias 3 y 6. En las biopeliculas de
agua de mar la concentracién mas alta se present6 al cuarto dia con 1.38 x 10® células
cm? y la concentracién més baja en el séptimo dfa con 0.61 x 10° células cm™. Para las
biopeliculas formadas en presencia de erizos morados adultos la concentracién mas alta
se present6 en el primer dia con 8.45 x 10° células cm™ y la concentracion mas baja en

el sexto dia con 2.46 x 10° células cm™.

10

8 -3
§
£
wo 6 it
—
% [ Agua de Mar
o [ Erizo Morado
S 4
0
(&)

2

0 .

1 2 3 4 5 6 7
Dias de generacién de las biopeliculas

Figura 7. Concentracién de bacterias en ntimero de células cm’ en los diferentes dias de generacion de las

biopeliculas formadas en los acuarios con sélo agua de mar y erizo morado. Las lineas verticales sobre las
barras indican el error estdndar.
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AGUA DE MAR ERIZO MORADO

DIA 1
845 x 10° cél em™

DIA 2
0.80 x 10° cél cm” 444 x 10° cél em™

DIA3
1.04 x 10° cél em™ 2.85 x 10" cél em™

DIA 4

1.38 x 10° cél em™ 4.30 x 10° cél.em™
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AGUA DE MAR ERIZO MORADO

DIA 5

3 x 10" ¢él em . 4.35x 10° cél em™

DIA 6

DIA 7

I U.61 x 10" cél cm 6.67 x 10" cel em™
Figura 8. Sucesion de bacterias durante los 7 dias de generacion de las biopeliculas formadas en

presencia de s6lo agua de mar y en presencia de adultos de erizo morado. En la esquina inferior derecha de
cada fotografia aparece la concentracion para cada uno de los dias de formacion.
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En las biopeliculas formadas en presencia de sélo agua de mar, el nivel de
variacion en la concentracién se mantuvo constante, mientras que en las biopeliculas
formadas en presencia de erizos morados adultos, la variacién fue mds evidente con
respecto al dia de generacién, ya que después del valor méximo registrado en el primer
dfa la concentracién disminuyo a casi la mitad (4.44 x 10° células cm™) con un segundo

valor méximo en el séptimo dia (6.67 x 10° células cm™).

6.3.2.2 Conteo viable en placa.
En términos de unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC

em®) la concentracién de bacterias viables en las biopeliculas generadas en agua de mar
fue de 2 hasta 49 veces mayor que en las biopeliculas generadas en presencia de erizo

morado (figura 9).
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Figura 9. Concentracion de bacterias en UFC cm™ en los diferentes dias de generacion de las biopeliculas
formadas en los acuarios con sélo agua de mar y erizo morado.
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La concentracién mas alta en las biopeliculas formadas en s6lo agua de mar se
observo al tercer dia (201 x 103 UFC cm™) y la concentracion més baja (13 x 10° UFC
cm™) en el sexto dia. En las biopeliculas formadas en presencia de erizos morados
adultos, la concentracién més alta se observo en el séptimo dia (20.95 x 10° UFC cm™) y
la concentracion mas baja (4.05 x 10° UFC c¢m™) en el tercer dia. En el sexto dia de
formacion se registraron valores similares en los dos tipos de biopelicula. El conteo

viable represent6 del 1-18% del conteo directo.
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Figura 10. Nimero de cepas encontradas en cada una de las biopeliculas generadas en s6lo agua de mar y
en presencia de erizos morados adultos para cada uno de los dfas de formacion de las peliculas.

Al realizar el conteo de cepas de colonias morfolégicamente diferentes que
aparecieron en cada uno de los siete dias de generacion para ambos tipos de biopelicula
(figura 10), para las formadas en solo agua de mar en el primer dia de formacion se
registrd un valor de 12 cepas y al séptimo dia se registr6 un valor maximo de 16
colonias. Para las biopeliculas formadas en presencia de erizos morados adultos, en el

primer dia de formacién se obtuvieron 9 cepas. Al igual que las formadas en agua de
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mar el mayor nimero de cepas se registr6 al séptimo dia, con un valor similar de 16
cepas.

Del niimero total de cepas cuantificado en ambos tipos de biopelicula se observo
que en las biopeliculas formadas en sélo agua de mar se obtuvo un ntimero mayor de
cepas que en las biopeliculas formadas en presencia de erizos morados adultos. En las
biopeliculas de erizo morado se obtuvieron 35 cepas diferentes, mientras que en las de

agua de mar se obtuvieron 37 cepas (figuras 11 y 12).
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Figura 11. Nuimero de cepas nuevas encontradas en cada uno de los dias de formacién de las biopeliculas
generadas en sélo agua de mar y la frecuencia acumulada que corresponde al niimero total de cepas
encontradas.

Para ambos tipos de biopelicula, el mayor niimero de cepas nuevas se registré en
el primer dia, con un valor de 12 cepas en la biopelicula formada en solo agua de mar y
9 cepas para la biopelicula formada en presencia de erizos adultos. En los dos tipos de
biopelicula se registré un segundo valor méximo de 7 cepas nuevas al tercer dia. En los
otros dias se registraron de 2 a 4 cepas nuevas. La presencia de cepas nuevas indica una
sucesion en la composicién bacteriana conforme se acumulan los dias de generacién de

las biopeliculas.
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Figura 12. Numero de cepas nuevas encontradas en cada uno de los dias de formacion de las biopeliculas
generadas en presencia de erizos morados adultos y la frecuencia acumulada que corresponde al nimero
total de cepas encontradas.
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6.3.2.3 Cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en presencia de agua
de mar y erizo morado.

En la tabla I se presenta la relacién de las cepas de bacterias aisladas en cada

uno de los siete dias de generacién de las biopeliculas formadas en presencia de solo

agua de mar y en el anexo F se muestran fotografias de las colonias de cada una de las

cepas caracterizadas morfolégicamente.

Tabla 1. Cepas de bacterias aisladas en cada uno de los dfas de gencracién de biopeliculas formadas en
presencia de s6lo agua de mar.

Dia 1

Dia2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

Dia 7

Cepa

BIOAMIEL
BIOAMIE2
BIOAMIE3
BIOAMIE4
BIOAMIEG
BIOAMIE7
BIOAMIES
BIOAMIE9
BIOAMIEIQ)
BIOAMIEI2

BIOAM2E3
BIOAM2E6

BIOAM3E3
BIOAM3E1L0
BIOAM3E1S

BIOAMA4E3
BIOAM4E4
BIOAMA4E7?

BIOAMSES

BIOAMS5E®

BIOAMSE9S

BIOAM6GES
BIOAMGELD

BIOAMT7EI
BIOAMT7E7

Total
de
cepas

10

Z total:
25

En la tabla II se presenta la lista de las cepas de bacterias que se aislaron en cada

uno de los siete dias de generacion de las biopeliculas formadas en presencia de adultos

de erizo morado. En el anexo F se muestran fotografias de las colonias de cada una de

las cepas caracterizadas morfoldgicamente.

Tabla II. Cepas de bacterias aisladas en cada uno de los dfas de generacion de biopeliculas formadas en
presencia de erizos morados adultos.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

BIOEMIEIL | BIOEM2E9 | BIOEM3ElL BIOEM4E1 | BIOEMSE9 | BIOEMG6E4 BIOEMT7E16

BIOEMIE2 | BIOEM2E10| BIOEM3E2 BIOEMAE2 BIOEM6E7

BIOEMIE4 BIOEM3E4

BIOEMIES BIOEM3E6

BIOEMIE6 BIOEM3ES
Cepa | BIOEMIE7 BIOEM3E9

BIOEMIES
Total 2. total:
cepas
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En el anexo G se presentan las caracteristicas morfolégicas de las colonias
desarrolladas por las cepas de bacterias aisladas de biopeliculas formadas en estanques de
agua de mar y en presencia de erizos morados adultos. En el anexo F se muestran

fotografias correspondientes a cada una de las colonias.

6.3.2.4 Tincién de Gram y pruebas bioquimicas de oxidasa y catalasa.

De acuerdo con la tincién de Gram, todas las cepas fueron Gram-negativas. De
las 25 cepas obtenidas de biopeliculas formadas en sélo agua de mar, 19 (76%) fueron
oxidasa y catalasa positivas, 3 (12%) cepas fueron oxidasa y catalasa negativas y 3
(12%) cepas oxidasa positivas y catalasa negativas. En cuanto a la forma, 16 cepas
(64%) fueron bacilos cortos, 6 (24%) bacilos, 1 (4%) bacilos largos y 2 (8%) cocos
(tabla Il y figura 18, anexo G).

De las 21 cepas obtenidas de biopeliculas de erizo morado, 11 (52%) fueron
oxidasa y catalasa positivas, 4 (19%) cepas fueron oxidasa y catalasa negativas, 5
(24%) cepas fueron oxidasa positivas y catalasa negativas y solo 1 (5%) cepa fue
oxidasa negativa y catalasa positiva. En cuanto a la forma, 4 cepas (19%) fueron
bacilos cortos, 13 (62%) bacilos, y 4 (19%) bacilos largos (tabla IV y figura 18, anexo
Q).

6.3.2.5 Analisis genético de las cepas morfolégicamente diferentes.

El analisis se realiz6 de las 46 cepas caracterizadas por su morfologia (anexo I y
G). La extraccion de DNA genémico para cada una de las cepas se hizo en las mismas

condiciones que se muestran en el anexo B.

6.3.2.6 Amplificacion del 16S rDNA.

Las condiciones de los ciclos PCR se estandarizaron a partir del método descrito

por Lee et al., (2003), con algunas modificaciones (anexo E).



52

6.3.2.7 Identidad genética de las cepas obtenidas de biopeliculas con las secuencias

de géneros de bacterias marinas.

En la tabla V se presentan los datos de género o especie a los que se llego
mediante la comparaciéon de las secuencias obtenidas de las cepas aisladas de las
biopeliculas y las reportadas en el GenBank, asi como el porcentaje de identidad

maxima (93 a 100%) con las secuencias obtenidas.

La identificacion bacteriana se baso en el analisis del 16S rDNA. De las 46 cepas
a las cuales se les realizo el andlisis, solo se pudieron identificar 37. En el caso de las
biopeliculas generadas en presencia de solo agua de mar se identificaron 20 cepas, en las
cuales se presentaron 11 géneros diferentes (Alteromonas sp., Pseudidiomarina sp
Sulfitobacter  sp., Saphylococcus  saprophyticus, Maribacter  ulvicola,
Pseudoalteromonas sp., Rhodococcus sp., Microbacterium sp., Planomicrobium sp.,
Marinomonas sp. y Glaciecola sp.) De las biopeliculas generadas en presencia de
adultos de erizo morado se identificaron 17 cepas en las que se identificaron 9 posibles
géneros distintos (Roseobacter sp., Alteromonas sp., Sphingomonadaceae sp.,
Sphingopyxis sp., Sulfitobacter sp., Cytophaga sp., Rhodobacteraceae sp., Marinobacter
sp., y Flavobacteriaceae sp.). Solo 2 cepas, Alteromonas sp. y Sulfitobacter sp.,

incidieron en ambos tipos de biopelicula.

Como se puede observar en la tabla VI, durante la formacién de las biopeliculas

se registr6 una sucesion de especies de bacterias.

En la figura 13 se muestran los cluster que definen el arbol filogenético de 36
secuencias obtenidas, ya que la secuencia de la cepa BIOEM3E] era muy corta y no fue
posible incluirla en el arbol filogenético. En esta figura se puede observar la formacion
de los diferentes grupos a los que pertenecen las cepas de bacterias aisladas de ambos

tipos de biopeliculas.
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Tabla V. Afiliacion filogenética de cada una de las cepas analizadas molecularmente. Las secuencias de
cada una de las cepas fueron comparadas con las secuencias de nucledtidos en el banco de genes de NCBI,
donde se obtuvo el porcentaje de identidad y los datos de género o especie.

Cepa Género o especie % de identidad
BIOAMIE! Alteromonas sp. Cvl 97
BIOAMIE2 Alteromonas sp. 99
BIOAMIE3 Pseudidiomarina sp. 99
BIOAMI1E4 Sulfitobacter sp. 100
BIOAMIEG Staphylocacus saprophyticus ' 99
BIOAMIE7? Alteromonas sp. 100
BIOAMIES Alteromonas sp. 99
BIOAMIE9 Alteromonas sp. 100
BIOAMIELO Maribacter ulvicola 94
BIOAM1312 Pseudoalferomonas sp. 100
BIOAM3E3 Alteromonas sp. 94
BIOAM3ELQ Maribacter ulvicola 94
BIOAM3E15 Alteromonas sp. 99
BIOAMA4E3 Rhodococeus sp. 98
BIOAMA4E4 Microbacterium sp. CV97 99
BIOAM4ET7 Planomicrobium glaciei 94
BIOAMSES Marinomonas sp. 93
BIOAMG6ES Glaciecola sp. 98
BIOAMGEL0 Pseudoalferomonas sp. 98
BIOAM7E7 Alteromonas sp. 99
BIOEMIE2 Roseobacter sp. 2734 98
BIOEMIEG6 Alteromonas sp. Rel 99
BIOEMIET7 Roseobacter sp. 2734 99
BIOEM1ES8 Sphingomonadaceae bacterium ACEMC 24-9 100
BIOEM2E9 Sphingophyxis sp. MEBIC05060 99
BIOEM2EL0 Roseobacter sp. KATI0 98
BIOEM3E1 Rhodobacteraceae Sp. 98
BIOEM3E4 Sulfitobacter sp. 99
BIOEM3E6 Cytophaga sp. G22 99
BIOEM3ES Sulfitobacter sp. 99
BIOEM3E9 Rhodobacteraceae sp. 98
BIOEMA4E1 Marinobacter sp. 100
BIOEM4E2 Marinobacter sSp. 96
BIOEMS5E9 Alteromonas sp. 99
BIOEM6E4 Flavobateriaceae sp. 98
BIOEMGE7 Roseobacter sp. KT0917 100
BIOEM7E16 Sulfitobacter sp. 100




Tabla V1. Cepas de bacterias aisladas e identificadas en cada uno de los dias de generacion de biopeliculas formadas en presencia de sélo agua de mar y en
erizos morados adultos

En acuario con s6lo agua de mar.

Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Alteromonas sp. Cvl BIOAM2E3 Alteromonas sp. Rhodococeus sp. BIOAMSES Glaciecoia sp. BIOAMT7EL
Alteromonas sp. BIOAM2E6 Maribacter ulvicola Microbacterium sp. CV97 | Marinomonas sp.| Pseudoalteromonas sp. | Alteromonas sp.
Pseudidiomarina sp, Alteromonas sp. Planomicrobium glaciei BIOAMSE9
Sulfitobacter sp.
Cepas Staphylococus saprophyticus
Alteromonas sp.
Alteromonas sp.
Alteromonas sp.
Maribacter ulvicola
Pseudoalteromonas sp.
Total de 10 2 3 8 3 2 2
cepas
En acuario con erizos morados adultos.
Dia1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
BIOEMIEI Sphingephyxis sp. MEBIC05060 | Rhodobacteraceae sp. Marinobacter sp. Alteromonas sp. | Flavobateriaceae sp. Sulfitobacter sp.
Roseobacter sp. 2734 Roseobacter sp. KAT10 BIOEM3E2 Marinobacter sp. Roseobacter sp. KT0917
BIOEMIE4 Sulfitobacter sp.
Cepas BIOEMIES Cytophaga sp. G22
Alteromonas sp. Rel Sulfitobacter sp.
Roseobacter sp. 2734 Rhodobacteraceae sp.
Sphingomonadaceae bacterivm
ACEMC 24-9
Total de 7 2 6 2 1 2 1

cepas
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Flavobacterniaceae sp
Cytophaga sp

Staphylococcus saprophyticus
Microbacterium sp CV97
Planomicrobium glaciei
Rhodococcus sp
Sphingopyxis sp
Sphingomonadaceae sp

Roseobacier sp
Rhodobacteraceae sp
Roseobacer sp
Rhodobacteraceae sp

Sulfitobacter sp

Figura 13. Relaci6n genética entre 36 cepas de bacterias aisladas de biopeliculas formadas en presencia
de adultos de erizo morado y en sélo agua de mar por el método del vecino mas cercano (Neighbour-
joining). La distancia genética se calculé a partir del método Kimura-2-pardmetros. Los valores del
remuestreo (bootstrap), en cada nodo, son resultado de 1000 réplicas. El simbolo (V) sefiala las cepas de
bacterids aisladas de biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo morado.
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7. DISCUSION

En el presente estudio, las larvas de erizo blanco y erizo morado respondieron al
estimulo o sefial de las bacterias presentes en las biopeliculas, y en forma similar a como
se ha reportado para otras larvas de diversos grupos de invertebrados (Satuito er al.,
1997; Huang y Hadfield, 2003; Jin y Qian, 2005) y corrobora los estudios previos en el
laboratorio de Ecologfa y Biologia del Desarrollo del 11O, en donde la respuesta a
metamorfosearse en presencia de peliculas bacterianas es consistente en las diversas
especies de erizo (ver: Diaz-Peréz, 2006; Cardozo-Martinez, 2008; Santiago-Gonzilez,

2008).

En el ensayo con erizo blanco, los porcentajes de metamorfosis fueron similares
en biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo blanco y en so6lo agua de mar
(>50). Este comportamiento no se corresponde con los resultados obtenidos en ensayos
previos, en los cuales el porcentaje de metamorfosis en biopeliculas formadas en
presencia de agua de mar siempre fue menor al de biopeliculas formadas en presencia de
erizos adultos. Aunque se observaron variaciones en la temperatura entre los dos
estanques no se registraron los valores, por lo cual no se puede explicar este
comportamiento. Se recomienda tener un mayor control en los ensayos y llevar un
registro de temperatura asi como de otros pardmetros ambientales (eg. pH, 07). En
relacion con la presencia de erizos adultos, en un ensayo similar al de este trabajo, en el
que se experimenté con biopeliculas de diferentes dias de generacidn y formadas en
diferentes condiciones (en presencia de adultos de erizo blanco, etizo morado, otros
invertebrados y en sélo agua de mar), Diaz-Pérez (2006) observé que las larvas de erizo
blanco eran inducidas a la metamorfosis en un mayor porcentaje en biopeliculas
generadas en presencia de adultos de erizo blanco (>85%) en relacién con los otros tipos
de biopelicula (15.2%). De igual manera Qian e al,, (2003) encontraron que las larvas
de Balanus amphitrite se asientan preferentemente en las biopeliculas desarrolladas

donde habfa una poblacién densa de conespecificos.
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En el experimento con larvas de etizo morado, hubo una notable diferencia en la
respuesta de las larvas a metamorfosearse, ya que éstas respondieron de una mejor
manera ante biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo morado que en las
formadas en solo agua de mar. El mayor porcentaje de induccién se presentd en la
biopelicula de 3 dias en presencia de erizos adultos (43.5%) vy al cuarto dia en la de agua
de mar (8.9%), por lo que el efecto inductor de las biopeliculas formadas en presencia de
erizos adultos fue mayor 5 veces que el de las formadas en agua de mar. Esto sugiere
que hay una sefial de induccién a la metamorfosis asociada a las etapas tempranas de la

formacion de la biopelicula en presencia de adultos de la especie.

Al igual que en este trabajo, se ha reportado la preferencia de otros
invertebrados marinos por biopeliculas en etapas de formacion temprana. Faimali ef al,
(2004) observaron que las larvas de Fistulobalanus albicostatus rapidamente se
establecen en susiratos artificiales de 1 dia cuando la biopelicula estd empezando a
formarse. Chen ef al. (2007) en un estudio similar, observaron que la respuesta
disminuy6 con la edad de la biopelicula, por lo que sugieren que el envejecimiento o la
sucesion de la biopelicula que produce cambios en la composicion microbiana redujo
gradualmente el asentamiento larval. En contraste, Rahim et al. (2004) encontraron que
el asentamiento y metamorfosis de las larvas de erizos Pseudocentrotus depressus y
Anthocidaris crassispina se incrementa con la edad de la biopelicula. Un patron similar
se observé en ofros invertebrados, incluyendo larvas de mejillon Myfilus
galloprovincialis (Bao et al., 2007) y especies de poliquetos (Hadfield e al., 1994
Shikuma y Hadfield, 2006). En el trabajo realizado por Diaz-Pérez (2006) se observo
que biopeliculas de 2,4, 5y 6 dias de formacién indujeron muy poco a la metamorfosis
de larvas de erizo blanco (15.2%) mientras que el mayor porcentaje de metamorfosis
(>85%) se registré en biopeliculas de 9 a 15 dias de formacion. Es probable que no se
haya observado un mayor porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco en los
primeros dias de formacion debido a que en dichos experimentos no se registro
informacién para la biopelicula de 3 dias, pero en el trabajo se sugiere que es probable

que los grupos bacterianos responsables de la induccién a la metamorfosis de las larvas
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de erizo blanco, empiezan a colonizar las biopeliculas a partir de los 9 dias de
formacién. Cabe mencionar que durante el presente estudio solo se generaron
biopeliculas en los primeros siete dias de formacion, por lo que no fue posible evaluar el

porcentaje de metamorfosis en biopeliculas de més tiempo de generacion.

En el estudio realizado por Shikuma y Hadfield, (2006), se observé una
correlacion entre la densidad bacteriana y la edad de la biopelicula, por lo que estos
autores concluyen que la metamorfosis de H. elegans esta relacionada con las
densidades bacterianas. Porcentajes de metamorfosis de H. elegans y la densidad celular
en una biopelicula monoespecifica de P. [uteoviolacea también han mostrado una
correlacién positiva (Huang y Hadfield, 2003). Del mismo modo, las larvas del serpulido
Pomatoceros lamarkii responden a las biopeliculas en funcién de la edad; los autores
reportan, que la proporcion de organismos asentados, estuvo estrechamente relacionada
con la densidad de bacterias de la biopelicula (Hamer ef al., 2001). En contraste, en el
presente estudio se observo que en la biopelicula de mayor efecto inductor (3 dias de
formacion), la concentracién de células fue aproximadamente 3 veces menor que en
otros dias de formacién en presencia de adultos de erizo morado, por lo que
probablemente la induccion dependa del tipo de bacterias més que de la concentracion o
de una combinacion de estas, esto es, la presencia de cierto tipo de bacterias a una

densidad minima para inducir a la metamorfosis.

En el conteo directo se registrd una mayor concentracién de células (de 2 a 10
veces) en biopeliculas generadas en estanques con adultos de erizo morado que en
biopeliculas formadas en estanques con s6lo agua de mar, esto se debe posiblemente a
que las bacterias se adhieren preferentemente a sustratos en donde se encuentran los
erizos por la disponibilidad de nutrientes. Aparte de la diferencia en concentracion, las
biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo presentaron una mayor diversidad
en formas celulares (cocos, bacilos cortos, bacilos, bacilos largos y filamentos) que las

formadas en presencia de s6lo agua de mar.
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Por otro lado, el conteo viable sélo representé del 1-18% del conteo directo. Esto
es debido a que la mayoria de las bacterias (>95%) de las muestras de ambientes
naturales no son cultivables por la tecnologia actual (Ward et al., 1990 citado por Qian
et al,, 2003). De las 72 cepas morfologicamente diferentes encontradas solo fue posible
cultivar y aislar 48 cepas, esto posiblemente se debe a que el medio de cultivo no provee

los nutrientes requeridos por las bacterias cuando se realizan transferencias sucesivas.

En el ensayo con erizo morado, el mayor niimero de cepas de bacterias se
encontrd en las biopeliculas de 1 dia de formacion, sin embargo, los mayores porcentajes
de induccion se dieron en biopeliculas de 3 dias. Lo anterior sugiere que al tercer dia
aparecen las cepas relacionadas con la induccion independientemente de la cantidad de
cepas y posiblemente, se requieren al menos 3 dias para que las cepas inductoras

alcancen una densidad suficiente para que su capacidad inductora sea maxima.

Las pruebas de oxidasa y catalasa realizadas a las cepas de bacterias obtenidas de
ambos tipos de biopelicula solo brindan un reducido panorama del metabolismo de las
mismas, por lo que se recomienda realizar otras pruebas bioquimicas en trabajos
posteriores para su caracterizacién fenotipica y conocer la diversidad metabolica en las

biopeliculas.

La composicion bacteriana de las biopeliculas generadas en presencia de solo
agua de mar y adultos de erizos morados fue diferente, lo cual posiblemente se debe a
que algunos grupos de bacterias son atraidas por nuirientes que se encuentran en el
ambiente en el que se localizan los erizos (alimento, metabolitos, productos de desecho,
etc.). Lo anterior sugiere que los erizos favorecen la fijacion de ciertos grupos
bacterianos especificos que conforman las biopeliculas, los cuales a su vez pueden

inducir la metamorfosis de las larvas (Diaz-Pérez, 2006, Toonen y Pawlik, 2001).

El grupo Rhodobacter ha sido identificado en diferentes estudios y se ha

observado que es uno de los primeros y mas abundantes colonizadores de las
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biopeliculas (Dang y Lovell, 2002; Jones el al, 2007). Lau y Qian (2001) observaron
que bacterias pertenecientes al grupo Roseobacler y principalmente al grupo de
Proteobacterias, son las principales responsables del asentamiento y metamorfosis del
poliqueto Hydroides elegons. En la presente investigacion, las cepas identificadas que
pertenecen al grupo Roseobacter s6lo se registraron en biopeliculas formadas en
presencia de adultos de erizo morado y estuvieron presentes desde el primer dia de
formacién. De lo anterior se desprende, que estas cepas podrian estar involucradas en la
respuesta de induccion a la metamorfosis de larvas de etizo morado, lo que habra que

confirmar en estudios posteriores.

Por otro lado, Lau ef al. (2002) encontraron que el asentamiento larval puede ser
inducido por una variedad de bacterias pertenecientes al género de Cytophaga, en la
rama Cytophaga—Flexibacter—Bacteroides, los géneros Bacillus, Brevibacterium,
Micrococeus y Staphylococcus en la rama de Gram positivos, y los géneros
Alteromonas, Pseudoalteromonas y Vibrio en la rama y-Proteobacteria. Huang y
Hadfield (2003) observaron que Cytophaga Iytica indujo a la metamorfosis a larvas de
H. elegans hasta un 40%. En esta investigacion, una cepa perteneciente al género
Cytophaga fue encontrada en la biopelicula de mayor efecto inductor (3 dias), por lo que
es posible que sea una de las responsables de la induccion a la metamorfosis de las
larvas de erizo. También se encontraron cepas pertenecientes a los géneros
Staphylococcus y Pseudoalteromonas, solo que éstas fueron aisladas de biopeliculas en
presencia de solo agua de mar, las cuales tuvieron muy poco efecto inductor (8.9%). En
un trabajo previo (Santiago-Gonzélez, 2008) se realizé ensayos con peliculas
monoespecificas de Pseudoalteromonas sp., €n los cuales se obtuvieron altos
porcentajes de larvas de erizo morado metamorfoseadas (53.19%), esto se debe
posiblemente a que estas bacterias fueron aisladas de pozas intermareales en donde
habitan erizos morados. Para futuras investigaciones resultaria interesante realizar
ensayos con peliéulas monoespecificas de las cepas de bacterias encontradas en este

estudio, y ver su efecto en la metamorfosis de larvas de erizo.
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En un trabajo previo realizado por Diaz-Pérez (2006) se observé que la
composicion bacteriana en las biopeliculas que se formaron en presencia de erizo blanco
y erizo morado fue diferente en cuanto a familias y géneros bacterianos. En las
biopeliculas generadas en presencia de erizo blanco se encontrd que las cepas
bacterianas que pertenecieron al género Aeromonas fueron las mas representativas y
presentaron un mayor porcentaje de induccion a la metamorfosis (48%) de larvas de
erizo blanco. De las biopeliculas generadas en presencia de erizo morado aislé cepas de
bacterias que pertenecieron a los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Deleya o
Marinobacter y Cytophaga (de las cuales estas dos tiltimas también se encontraron en el
presente estudio), siendo las del género Pseudomonas las mds representativas y en
ensayos con peliculas monoespecificas las cepas de bacterias del género Deleya o
Marinobacter fueron las que registraron el mayor porcentaje de induccion a la
metamorfosis de larvas de erizo blanco (17%), por lo que el autor sugiere que existe una
relacion entre erizos adultos y los grupos bacterianos que conforman las biopeliculas que

favorecen la induccion a la metamorfosis de larvas de erizo de su propia especie.

En este trabajo también se encontraron cepas de bacterias pertenecientes a los
géneros Pseudidiomarinas sp., Glaciecola sp., Marinomonas sp., Microbacterium sp.,
Sulfitobacter sp., Maribacter ulvicola, Rhodococcus sp,, y Sphingopyxis sp., mismos que
no se reportan como inductores en el asentamiento y la metamorfosis. Al igual que en el
presente estudio no se encuentra una relacion de la presencia de éstos con la induccién a
la metamorfosis del erizo morado; ademds, varios autores reportan estos géneros
presentes en diferentes ambientes marinos, tales como aguas costeras y ocednicas,
sedimentos costeros, hielo marino y fluidos hidrotermales submarinos (Helmke y
Weyland, 1984; Kim et al., 2008; Jean et al. 2009; Romanenko ef al., 2009; Zhang et
al., 2009), mientras que en el presente trabajo se aislaron de biopeliculas formadas en
agua de mar. Por lo anterior, se asume que hay una amplia distribucion de estos géneros
en el ambiente marino y pueden desempefiar un papel importante en el proceso de
sucesion bacteriana. Bacterias de los géneros Glaciecola sp., Marinomonas sp. y

Sulfitobacter sp. también han sido aisladas de invertebrados marinos, pero no reportadas
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con relacién al asentamiento y metamorfosis (Romanenko ef al., 2003b; Ivanova ef al.,

2004 y Lau et al., 2006).

En la mayoria de las secuencias, solo fue posible identificar las cepas a nivel de
pénero debido a que presentaban el mismo porcentaje de identidad en diferentes
especies, ya que el nimero de bases en la secuencia utilizada en el presente trabajo fue
" menor a 400 pb, por lo que para estudios posteriores, se recomienda amplificar
fragmentos mas grandes y apoyarse en las caracteristicas fenotipicas para poder
identificarlas. Rodicio y Mendoza (2004) mencionan que el ADN que codifica para el
16S ARNr es un gen altamente conservado que presenta regiones comunes a todos los
organismos y contiene variaciones que se concentran en zonas especificas. En diversas
investigaciones también se ha reportado que se requieren estudios de las caracteristicas
fenotipicas y la comparacion de la secuencia completa para la identificacion
(Romanenko ef al., 2003a). Estas recomendaciones también fueron consideradas por
Santiago-Gonzalez (2008), ya que en su investigacién obtuvo porcentajes de identidad
méxima de entre 98 y 100% de cepas de bacterias aisladas de diversos sustratos y en
algunos casos se empled la informacion bioquimica para la identificacion a nivel de

especie.
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8. CONCLUSIONES

La metamorfosis de las larvas de erizo morado es inducida por biopeliculas bacterianas,
lo que confirma estudios anteriores para la especie. La induccion fue mayor con
biopeliculas generadas en presencia de erizos adultos que con las formadas en solo agua

de mar.

La induccién a la metamorfosis fue diferente para cada dia de formacion de la
biopelicula. El tercer dia registré el mayor porcentaje de larvas de erizo morado

metamorfoseadas (43.5%).

La concentracién y la composicion de bacterias variaron con el tiempo de formacién de

Ia biopelicula, por lo tanto se registré una sucesién de especies de bacterias.

La metamorfosis de las larvas de erizo morado no depende de la concentracion de

bacterias en la biopelicula, sino de las especies de bacterias presentes.

El conteo viable representé del 1-18 % del conteo directo en el ensayo con erizo

morado.

Los géneros mds probables presentes en el dia de mayor induccién a la metamorfosis

fueron: Sulfitobacter sp., Rhodobacteraceae sp. y Cytophaga sp.; el primero ademas se

identifico en el dia 7, mientras que los dos tltimos se identificaron solo en el tercer dia.

El ntimero de cepas de bacterias aisladas en el estanque de agua de mar (37) fue casi
igual que el nimero de cepas aisladas en el estanque con erizo morado (35). Sin
embargo la composicion de especies vario entre estanques. Los tnicos géneros presentes

en ambos tipos de estanques fueron Alteromonas sp. y Sulfitobacter sp.
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9. ANEXOS

A. Medios de cultivo.

Para la cuantificacion aislamiento y purificacion, asi como para la criopreservacion de

las cepas se utiliz6 el medio agar Zobell en sus presentaciones solido (agar) y liquido

(caldo), respectivamente.

L

Zobell, formulacién para 1 L, pH 7.6: Bactopeptona 5 g, Extracto de levadura 1 2,
Cloruro férrico (solucién al 0.1%) 1 mL, Agar 13 g, Agua de mar envejecida 750 ml.
y agua desionizada 250 mL. Suspender los ingredientes en el agua de mar al 75%,
ajustar pH (7.6) y hervir hasta disolucién del agar. Esterilizar 15 min a 121°C y 15 L
de presién. Esperar a que el medio esté a 45-50°C para verter en las cajas Petri.

Para el medio liquido, suspender los ingredientes (sin agar), ajustar pH (7.6),

distribuir 10 mL en los tubos de ensayo y esterilizar.

B. Extraccion 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%.

Se colectan las células en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, después se centrifugaron a
12 000 rpm por 5 min, y después se eliminé el sobrenadante.

Se resuspendieron las célul.;:ls por completo en 753 pL de Buffer PI con 3.75 plL de
RNAasa a 100 mg/mL (0.5 mg/mL concentracion final) y 1 mg/mL Lisozima
(concentracidn final), removiendo el pellet perfectamente.

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

Después del tiempo de incubacion, a cada tubo se le adicionaron 76 pl. de SDS 10%
[(1% concentracion y 4.2 pl. de Proteinasa K 20 mg/mL (0.1 mg/mL concentracion
final)], se agité suavemente e incubé por 30 min a 37°C.

Los tubos se removieron de la temperatura de incubacion anterior y se incubaron

nuevamente a 55°C por 30 min.
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Posteriormente, a cada tubo se le adicionaron 200 pL de cloroformo, agitando
vigorosamente hasta que se formé una emulsién y se centrifugé a 1 200 rpm por 5
min.

Se adicionaron 200 pL de Acetato de Potasio concentrado y se agitd suavemente la
muestra, posteriormente se centrifugé 5 min. a 12 000 rpm.

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

A cada muestra se le adicion6 un volumen de isopropanol, se dejé reposar 15 min. a
temperatura ambiente, se centrifugé 15 min. a 14 000 rpm. Después se eliminé el
sobrenadante.

Se agregaron 200 pL de Etanol al 70% y se agité suavemente, se centrifugo por 15
min a 14 000 rpm y por tltimo se eliminé el sobrenadante.

El pellet de de DNA se dejo secar a temperatura ambiente.

Por tltimo, el pellet se resuspendi6 en 20 pL de Buffer TE.

Buffer PI: disolver 6.06 g Tris Base y 3.72 g NaaEDTA2H,0 en 800 mL de H,O

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

estéril.

Acetato de Potasio saturado: adicionar hasta que no se disuelva en la solucién, usar H,O

desionizada estéril.

Buffer TE: 0.001 mM EDTA y 10 mM Tris.

C. Condiciones de PCR.

Reactivos:

L

Mezcla para PCR o master mix (22 reacciones): 368.5 puL H,O desionizada estéril,
110 pL de Buffer PCR 5X (concentracién final 1X: 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI
pH 8.0), 16.5 pL. de MgCl, 50 mM (concentracién final: 1.5 mM) y 11 pL de
dNTP’s 10 mM (concentracion final: 0.20 mM).
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2. Tfi DNA Polimerasa.

3. Oligonucledtidos: 27F (5* - AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3") y 1522R (5’
- AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA- 3) y 785R (5 - CTA CCA GGG TAT
CTA ATCC-3).

4. La concentracion final de DNA gendmico que se utiliz6 en la reaccion de PCR fue
de 0.03 pg/mL.

Preparacion_de las reacciones de PCR: master mix 22.87 pL, primer Fwd 0.25 pL,

primer Rvs 0.25 uL, Tfi DNA polimerasa 0.125 pL, DNA 1 pL en un volumen total de

25 pL.

D. Extraccion de ADN genémico de algunas cepas aisladas, caracterizadas como

diferentes morfologicamente.

Figura 14, Electroforesis en agarosa 0.8%. Extraccién de DNA genémico de algunas de las cepas
obtenidas de biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo morado. Carril 1: Marcador de peso
molecular; carril 2: BIOEM3E4; carril 3: BIOEM3EG; carril 4: BIOEM3ES; carril 5: BIOEM3E9;
carril 6: BIOEM4E2; carril 7: BIOEM4EL; carril 8: BIOEMSE9.

E. Condiciones de PCR

Las primeras condiciones de los ciclos de PCR que se utilizaron fueron los siguientes: 1)
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min; 2) 35 ciclos consistentes de 94°C
por 1 min, 59°C por un min, 72°C por 1 min; y una extension del ultimo paso

consistente de 72°C por 10 min, de acuerdo a las condiciones modificadas por Santiago-
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Gonzalez (2008) y descritas inicialmente por Lee ef al., (2003) para la amplificacion del
fragmento correspondiente al 168 rDNA. Bajo estas condiciones no se obtuvieron los
fragmentos de interés, por lo que se decidi6 bajar 2°C a la temperatura de alineamiento
(a 57°C). Bajo estas condiciones se obtuvieron los fragmentos de las cepas BIOAM1E4,
BIOAMIE6, BIOAM4E7, BIOEMIE7, BIOEMIES, BIOEM3E1, BIOEM3E4,
BIOEM3ES, BIOEM3E9, BIOEM4E1 y BIOEM4E2.

En otras PCR realizados con DNA de las cepas que no amplificaron con el fragmento
1522R, se cambié el oligonucledtido utilizando el 785R (5° - CTA CCA GGG TAT
CTA ATC C - 3°) que junto con el 27F amplificaron un fragmento de 700 pb

aproximadamente (figura 15).

Figura 15, Electroforesis en agarosa 0.8%. Productos PCR purificados, fragmentos de aproximadamente
700 pb. Carrill: Marcador de peso molecular; carril 2: BIOEMT7E16; carril 3: BIOAMIE3; earril 4:
BIOAMSES: earril 5: BIOEM1E2; carril 6: BIOEMGE4; carril 7: BIOEM6E7.
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F. Cepas caracterizadas morfolégicamente.

BIOAMIEI] BIOAMIE2 BIOAMIE3 BIOAMIE4 BIOAMIEG
Alteromonas sp. Alteromonas sp. Pseudidiomarina sp. Sulfitobacter sp. Staphylococcus
saIraIHms
BIOAMIE7 BIOAMIES BIOAMIE?9 BIOAMIELQ BIOAMIEI2
Alteromonas sp. Alteromonas sp. Alteromonas sp. Maribacter ulvicola Pseudoalteromonas sp,
BIOAM2E3 BIOAMZ2E6 BIOAM3E3 BIOAM3EL0 BIOAM3EI1S
No identificada No identificada Alteromonas sp. Maribacter ulvicola Alteromonas sp.
BIOAMA4E3 BIOAM4E4 BIOAM4E7 BIOAMSES BIOAMSES

Rhodococcus sp. Microbacterium sp. Planomicrobium No identificada Mavinomonas sp.
glaciei

BIOAM6GEL0

BIOAMGES

BIOAMSE9

BIOAMT7EL BIOAMT7E7
No identificada Glaciecola sp. Pseudoalteromonas sp. No identificada Alteromonas sp.

Figura 16. Colonias desarrolladas por las cepas de bacterias aisladas en biopeliculas formadas en
presencia de sélo agua de mar.
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BIOEMIELI BIOEME2 BIOEMI1E4 BIOEMIES BIOEMI1E6
No identificada Roseobacter sp. No identificada No identificada Alteromonas sp.

BIOEMIE? BIOEMI1ES BIOEM2E9 BIOEM2E10 BIOEM3EIL

Roseobacter Sphingomonadaceae Sphingophyxis sp. Rhodobacteraceae sp. Rhodobacteraceae sp.
gallaeciencis sp.

BIOEM3E9

BIOEM3ES

BIOEM3E6
No identificada Sulfitobacter sp. Cytophaga sp. Sulfitobacter sp. Rhadobacteraceae sp.

BIOEM3E4

BIOEM3E2

BIOEM6E4 BIOEMG6E7

BIOEMA4E2
Marinobacter sp. Marinobacter sp. Alteromonas sp. Flavobacteriaceae sp. Roseobacter sp.

BIOEM4EI BIOEMSE9

BIOEM7E16
Sulfitobacter sp.

Figura 17. Colonias desarrolladas por las cepas de bacterias aisladas de biopeliculas formadas en
presencia de erizo morado.
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Tabla IIL Caracteristicas de cepas de bacterias encontradas en cada uno de los dias de generacion de
biopeliculas formadas en presencia de agua de mar.

Caracteristicas
Cepa
Bacteriana Forma Elevacitn Margen Color Bacteria Tincion | Catalasa] Oxidasa
Gram

1.BIOAMIE!1 | lrregular | Elevada Lobulado Blanco trashicido Bacilos cortos | _ + |+

2. BIOAMI1E2 Irregular | Umbonada Ondulado Blanco Bagilos cortos | _ i +

3. BIDAMIE3 Circuolar | Convexa Entero Blanco Bacilos - - -

4. BIOAMI1E4 Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos cortos | _ + .

5. BIDAMI1EG Circular | Elevada Entero Blanco Cocos _ o +

6. BIOAMIE7 Circular | Umbonada Entero Blanco Bacilos cortos | _ + o=

7. BIODAMILES Circular | Umbopada Entero Blanco traslicido Bacilos cortos | _ A4 o

8. BIODAMIE9 Circular | Umbonada Entero Blanco trashicido Bacilos cortos | _ 4 +

9. BIOAMIELO | Irregular| Umbonada | Ondulado | Amarillo Bacilos largos | _ i |-
10. BIOAM1EI12 | Circular | Convexa Entero Beige Bacilos ” i e
11. BIDAM2E3 Circular | Convexa Entero Beige Bacilos cortos | _ i 4
12. BIOAM2EG Circular | Umbonada Entero Beige Bacilos cortos | _ I 4
13. BIOAM3E3 Circular | Umbonada Entero Blanco Bacilos cortos | _ + 1
14. BIOAM3EIL0 | Irregular| Convexa Ondulado | Amarillo Bacilos - + +
15. BIOAM3EL5 | Circular | Umbonada Entero Blanco traslicido Bacilos cortos | _ 4 F o
16. BIDAM4E3 Circular | Elevada Entero Amarillo Bacilos - i _
17. BIOAMA4E4 Circular | Convexa Entero Amarillo trashicido | Bacilos cortos | _ _ _
18. BIDAM4E7 Irregular| Convexa Ondulado | Naranja Cocos _ S -
19. BIOAMSES Irrepular | Convexa Ondulado beige Bacilos cortos | _ b J
20. BIOAMSES Irregular | Plana Lobulado Blanco Bacilos cortos | _ i &
21. BIOAMSED | Irregular| Elevada Ondulado | Beige Bacilos cortos | _ 4 +
22. BIDAM6ES Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos cortos | _ + +
23. BIODAMGELQ | Irregular| Plana Umbonada | Blanco Bacilos cortos | - 4 +
24. BIOAM7E1 Irregular | Plana Lobulado Beige Bacilos . i 4
25, BIOAM7E7 Irregular | Plana Lobulado Beige Bacilos o + s
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Tabla IV. Caracteristicas de las cepas de bacterias encontradas en cada uno de los dias de generacion de
biopeliculas formadas en presencia de adultos de erizo morado.

Caracteristicas
Cepa
Bacteriana Forma Elevacion Margen Color Bacteria Tincién | Catalasa| Oxidasa
Gram

1. BIOEMIEI1 Circular | Umbonada Entero Beige Bacilos cortos | _ & .

2. BIOEMI1E2 Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos & - =

3. BIDEMIE4 Irregular| Elevada Lobulada Blanco fraslicido | Bacilos - + e

4. BIOEMIES Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos ” + i

5. BIOEMI1E6 Circular | Umbonada Entero Blanco trashicido | Bacilos - 4 =g

6. BIOEMIE7 Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos cortos | _ A .

7. BIOEM1ES Circular | Convexa Entero Amarillo Bacilos cortos | _ + -

8. BIOEM2E9 Circular | Umbonada Entero Amarillo Bacilos cortos | _ A4 +

9. BIOEM2E10 | Circular | Convexa Entero Beige Bacilos = = 4=
10. BIOEM3EL Circular | Convexa Entero Beige Bacilos largos | _ + o
11. BIOEM3E2 Circular | Convexa Entero Naranja traslicido | Bacilos = = =
12. BIOEM3E4 Rizoide | Elevada Filamentosa | Beige Bacilos largos | _ LS 4
13. BIOEM3E6 Circular | Convexa Entero Amarilla Bacilos e e ks
14. BIOEM3E8 Circular | Convexa Entero Beige Bacilos largos | _ 3 +
15. BIOEM3E9 Circular | Umbonada Entero Blanco Bacilos - + +
16. BIOEM4E1L Irregular| Plana Ondulado Blanco Bacilos - 2 -
17. BIOEM4E2 Circular | Convexa Entero Blanco Bacilos - i +
18. BIOEMS5E9 Irregular | Convexa Ondulado Beige Bacilos o + +
19. BIOEMG6E4 Circular | Umbonada Entero Beige Bacilos _ _ -
20. BIOEMG6E7 Circular | Convexa Entero Beige Bacilos _ = +
21. BIOEMTEI6 | Rizoide | Umbonada Lobulada Beige y café Bacilos largos | _ + e
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Figura 18. Tincién Gram de los diferentes tipos de formas celulares observadas en las cepas de bacterias

aisladas de las biopeliculas.
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