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RESUMEN de la tesis de Marco Antonio Lépez Torres presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de DOCTOR EN CIENCIAS con orientacién en
BIOTECNOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Octubre 2006.

COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS CON BIOPELICULAS EN
TANQUES DE CULTIVO LARVARIO DE Litopenaeus vannamei.

Resumen aprobado por:

Dr. Marcjal Leonardo Lizarraga-Partida
Director de tesis

Un total de 68 muestras de biopeliculas fueron obtenidas de 17 tanques de concreto durante
tres producciones larvarias comerciales de camardn blanco, Litopenaeus vannamei. Durante
cada produccién se colectaron muestras en cuatro estadios de desarrollo larvario: Zoea I
(Z1), Mysis I (MI), postlarva 1 (P11) y en el estadio de cosecha, postlarva 16 (P116), lo que
representd un total de 17 muestras por cada estadio. En cada muestra se evaluaron bacterias
heterétrofas viables (BHV), bacterias tipo Vibrio (BTV) y bacterias totales (BT) por
conteos con DAPI. Asimismo, estos grupos bacterianos se evaluaron en muestras de agua
de fuentes externas de bacterias al cultivo. También se usaron diferentes sondas de
oligonucledtidos destinadas al 16-23S rRNA para detectar grupos bacterianos en las
muestras anteriores. Valores promedio para BHV variaron desde 3.2x10% hasta 5.8x10°
UFC/cm’. No se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) entre los estadios ZI, MI y
P11, solo el estadio P116 fue diferente de los tres anteriores. Los promedios para BTV
fluctnaron desde <10 hasta 1.8x10' UFC/cm®. Los estadios PI1 y Pl16 fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05) de los estadios precedentes. BT variaron desde
1.4x10* hasta 1.6x10° bacterias/cm?, donde P116 fue estadisticamente diferente (P<0.05) de
los primeros estadios. En cuanto al agua de fuentes externas, la Artemia y los nauplios de
camarén aclimatados fueron las més importantes fuentes de BTV al cultivo. En cuanto a las
sondas, las principales sefiales de hibridacién fueron presentadas por EUB338 y GAMA42a.
Para biopeliculas se obtuvieron valores promedio de 27% (ZI) hasta 70% (P116) para la
sonda EUB338, mientras que para GAM42a los promedios fueron desde 1% (P116) hasta
11% (MI). La principal fuente de y-Proteobacterias fueron los nauplios de Artemia vivos y
de camarén aclimatados, con porcentajes promedio de hibridacién de 88% y 40%,
respectivamente. Estos valores elevados concuerdan con valores altos de BTV, las cuales



pertenecen a este grupo filogenético. Las producciones larvarias en los tanques evaluados
presentaron valores de sobrevivencia superiores al 50%, consideradas exitosas, por lo que
se concluye que los resultados corresponden a la formacién de biopeliculas saludables que
pudieron ser benéficas al cultivo.

Palabras clave: biopeliculas, Vibrio, y-Proteobacterias, cultivo larvario



ABSTRACT of the thesis presented by Marco Antonio Lépez Torres as a partial
requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in SPECIALIZATION in
MARINE BIOTECHNOLOGY . Ensenada, Baja California, Mexico. October 2006.

BACTERIAL COMMUNITIES ASSOCIATED WHIT BIOFILMS ON LARVAE
CULTURE TANKS OF Litopenaeus vannamet.

A total of 68 biofilm samples were collected from 17 concrete tanks at three larvae
production times, in a commercial shrimp hatchery of Litopenaeus vannamei. During each
production, samples were accomplished at four larvae developments stages, Zoea I (ZI),
Mysis I (MI), postlarvae 1 (P11) and postlarvae 16 (P116), the last stage before harvesting.
In each sample we evaluated viable heterotrophic bacteria (BHYV), Vibrio-like bacteria
(BTV) and total bacteria (BT) with DAPI. Also, it those bacterial groups were evaluated
from water of external bacterial sources to shrimp hatchery tanks. Likewise, different 16-
23S rRNA targeted oligonucleotide probes were used to quantify the presence of specific
bacterial groups in biofilm and water samples from sources external to shrimp hatchery
tanks. Average of BHV ranged from 3.2x10” to 5.8x10° CFU/cm?. No significant statistical
differences (P>0.05) were found among ZI, MI and P11, but P116 show a significant
difference (P<0.05) with precedent stages. Average results of BTV ranged from <10 to
1.8x10' CFU/cm® where stages P11 and P116 presented a significant difference from other
stages. BT ranged from 1.4x10* to 1.6x10° cells/cm?, where P116 was statistical different
(P<0.05) from other stages. Water of external sources from Artemia and acclimated shrimp
_ nauplii were the principal BTV sources to shrimp culture tanks. The most important
hybridization signals were obtained with EUB338 and GAM42a probes. An average of
27% (ZI) to 70% (P116) of total cell counts with DAPI were detected with the EUB338
probe, while the GAM42a probe signal ranged from 1% (P116) to 11% (MI) on biofilm
samples. The most significant external sources of subclass y-Proteobacteria and BTV were
found in water of Artemia alive and shrimp nauplii, with hybridization percentages of 88%
and 40%, respectively. Shrimp productions evaluated were successful as larval survival was
concerned, with a survival average higher than 50%. Thus, we conclude that our results
correspond to healthy biofilm microbial structures, which are beneficial to shrimp larvae.

Keywords: biofilm, Vibrio, y-Proteobacteria, shrimp hatchery, Litopenaeus vannamei.
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L. INTRODUCCION

El cultivo de camaron es una de las actividades acuicola de mas desarrollo en los
ultimos afios. De acuerdo a estadisticas de la FAQ, el crecimiento de la produccién mundial
de camardn entre 1984 y el afio 2001 fue de 14% por afio, con una produccién en ese
ultimo afio de més de 1,138,610 toneladas (Panorama Acuicola Magazine, 2002).
Tailandia, Indonesia e India son los paises con mayor produccién en el hemisferio oriental,
mientras que en el hemisferio occidental, solo Ecuador destaca a nivel mundial.

En México, el cultivo de camarén se inicié en 1985 y se incrementé de manera
progresiva, de tal manera que en el ambito mundial México ocupé el noveno lugar durante
el 2001 con una produccién de 47,000 toneladas (Panorama Acuicola Magazine, 2002),
siendo los principales estados productores Sinaloa, Sonora, Nayarit y Tamaulipas (Alatorre,
1998; Pefia, 1998). Para el afio 2005, la produccién superé las 80,000 toneladas, colocando
a Sonora como el principal productor de camarén del Pais con 55,652 toneladas (Comités
de Sanidad Acuicola de México, 2006). La pesca de camarén en altamar y esteros asi como
en bahias se ha mantenido estable por lo menos en los 1iltimos 10 afios (aproximadamente
35,000 ton, y 25,000 ton., respectivamente), mientras que la produccion por acuicultura
pasé de 4,371 ton. en 1990 a 47,000 ton. en el afio 2001, para un crecimiento neto de 975%,
lo que indica un crecimiento promedio anual del 30%. Las estadisticas de produccién
mexicana ubican al camarén como la especie de mayor valor en la produccién total por
acuicultura con el 70% del valor total, muy por encima del 16% representado por especies
como la tilapia y la mojarra que ocupan el segundo Iugar (Panorama Acuicola Magazine,

2002).



Sin embargo, el mantenimiento o incremento de la produccién camaronicola por
acuicultura puede verse limitado por los problemas derivados de las enfermedades tanto
virales como bacterianas (Lightner, 1996; Lightner, 1998).

Durante la etapa larvaria muchas especies acuéticas, incluida el camarén, son mas
susceptibles de ser atacadas por agentes infecciosos, principalmente bacterias, que son uno
de los agentes causantes de enfermedades més importantes en acuicultura (Sinderman y
Lightner, 1988). Tanto la produccién de semilla de camarén en laboratorio como su
posterior proceso de engorda se ven afectados por la presencia de diferentes géneros
bacterianos cultivables, de los cuales el género Vibrio es el mas importante por su
incidencia y patogenicidad (Sinderman y Ligthner, 1988; Kwei-Lin, 1989; Baskar y Setty,
1994; Kuo-Kau et al., 1996), ya que puede generar mortalidades de hasta el 100% en los
cultivos afectados (Brock y Main, 1994).

Para el control de enfermedades de origen bacteriano se ha recurrido a diversos
quimicos y antibiéticos sin que se haya demostrado una efectividad total de ellos. En
algunos paises se ha llegado a prohibir el uso de estos compuestos debido a los problemas
de salud de los trabajadores en las granjas y los efectos negativos sobre el ambiente
acuatico (Brown, 1989).

Otras alternativas para evitar la incidencia de bacterias patégenas se han basado en
el uso de microorganismos llamados probiéticos, cuya efectividad tampoco ha sido
plenamente comprobada (Moriarty, 1999; Gémez-Gil et al., 2000).

Otro enfoque hasta ahora no explorado, es un manejo ecoldgico de los tanques de
cultivo larvario para lo cual es necesario generar un conocimiento de estructuracién de las

biopeliculas bacterianas formadas en las paredes de dichos tanques, elucidando la secuencia



de comunidades que progresivamente van formando las biopeliculas, lo anterior con el
objeto de detectar si estos nichos ecoldgicos facilitan o impiden la implantacién de
bacterias patégenas para los diferentes estadios larvarios del camarén. Aspecto sobre el

cual se desarrollo este trabajo.

I.1.- Antecedentes.

I.1.1.- Bacterias patégenas en camaronicultura:

El ambiente acuicultural provee un espacio favorable para el desarrollo de bacterias
potencialmente patogenas, entre ellas las del género Vibrio cuya concentraciéon promedio en
agua de mar es del orden de 10> UFC/ml, mientras que en cultivos larvarios puede llegar
hasta 10 UFC/ml en los estadios de zoea II (Lavilla-Pitogo, 1988) y hasta 10°-10° UFC/ml
en los estadios de postlarva 6-12 (Lépez-Torres et al., 2000; Lopez-Torres y Lizarraga-
Partida, 2001). Lo anterior se debe a la elevada eutrofizacién de estos sistemas de cultivo la
cual favorece a grupos bacterianos especificos (Eilers et al., 2000; Pinhassi y Berman,
2003).

Las especies del género Vibrio que mas frecuentemente han sido aisladas de los
cultivos de camardén corresponden a V. -alginolyticus, V. (Listonella) anguillarum, V.
damsela, V. fluviales, V. nereis, V. tubiashi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, y V.
harveyi, estas tres tltimas especies bacterianas son las de mayor importancia en
Latinoamérica (Ceballos et al., 1996; Ligthner, 1996). Otros géneros bacterianos también

impactan el cultivo de camarén, aunque no de manera tan determinante.



L.1.2.- Biopeliculas bacterianas:

En medios acuéticos la asociacién de microorganismos en una superficie o en la
interfase liquido-aire se denomina biopelicula. Toda superficie inmersa en agua, incluyendo
aquellas de organismos, es ripidamente cubierta con una biopelicula de microorganismos
debido que dichas superficies proveen un hébitat rico en materia organica producto de
procesos fisicos de adsorcion de moléculas a la superficie o a la produccién de mucus o
mucilago (Armstrong et al., 2001).

Una biopelicula esta constituida por una comunidad microbiana multiespecifica,
cuyas bacterias y deméas microorganismos pueden integrarse, intercambiar material
genético en tasas elevadas dentro de ella o abandonar la biopelicula una vez que los
nutrientes escasean (Angles et al., 1993; Hausner y Wuertz, 1999).

Se requieren diferentes factores para la formacién de la biopelicula, entre ellos, la
capacidad de desplazamiento de las bacterias para contactar superficies y adherirse, lo cual
es favorecido por la presencia de flagelos y de algunos tipos de pilis bacterianos. Una vez
que el contacto con la superficie se ha llevado a cabo, las bacterias usan tanto los flagelos
como sus pilis para moverse a lo largo de la superficie en dos dimensiones, hasta que
encuentran otras bacterias para la formaci.én y extensién de las microcolonias iniciales
(Watnick y Kolter, 2000). Finalmente, la produccién de exopolisacaridos bacterianos,
representados principalmente por heteropolisacaridos de glucosa y galactosa (Rodriguez y
Bhosle, 1991), forman un glicocalix que constituyen los pilares que estabilizan la estructura
fija de la biopelicula en su estado maduro (Sutherland, 2001). Algunos estudios de
competencia entre cepas de V. cholerae, tipo silvestre y mutaﬁte en el pili o flagelos,

muestran que estas estructuras proveen gran ventaja para la colonizacién de superficies;



asimismo, se ha observado que una vez establecida la biopelicula, la sintesis de flagelos se
inhibe significativamente y se incrementa la producciéon de exopolisacaridos (Gacesa,
1998). La maduracién de la biopelicula a través de los exopolisacaridos constituye una
ventaja importante para la tolerancia a muchas sustancias toxicas para los microorganismos
(Yildiz y Schoolnik, 1999), como antibiéticos, cloro y detergentes (Costerton et al., 1987,
Karunasagar et al., 1996, Parsek y Fuqua, 2004), favorecido por la presencia de células
persistentes (Lewis, 2001; Keren et al., 2004); asi como para proveer proteccién de una
gran variedad de factores ambientales adversos tales como luz ultravioleta, cambios de pH,
shock osmético y desecacion (Fleming, 1993). Algunas evidencias como disminucién de la
difusién dentro de la biopelicula (De Beer et al,, 1994), decremento en la tasa de
crecimiento bacteriano (Evans et al., 1990) y efectos especificos de censo de poblacién
(Davies et al., 1998), son estrategias desarrolladas por las bacterias para enfrentar dichos
factores ambientales adversos.

Ademas de su funcién estructural, los exopolisacaridos producidos por la
biopelicula pueden servir como fuente de alimento durante las épocas de escasez de
nutrientes para la comunidad que constituye la biopelicula (Allison et al.,, 1998; Davey y
O’toole, 2000). |

Algunos genes bacterianos pueden ser expresados en respuesta al tipo de superficie
sobre la cual la bacteria se adhiere; por ejemplo, las bacterias pueden utilizar la quitina, un
polimero de N-acetil glucosamina abundante en medios marinos ya que forma parte de
exoesqueletos de insectos y crusticeos, para adherirse y formar biopeliculas, al mismo

tiempo que pueden degradarla enziméticamente para abastecerse de alimento. Esta



propiedad constituye una parte fundamental para la sobrevivencia de muchas especies de

vibrios en ambientes marinos (Keyhani y Roseman, 1996).

I.1.3.- Importancia de biopeliculas bacterianas en sistemas de produccién de
camaron:

La importancia de biopeliculas bacterianas en acuicultura ha sido demostrada
inicialmente en la fijacién y metamorfosis de diversas larvas de invertebrados marinos
(Kirchman et al., 1982; Weiner et al., 1989), incluidas larvas de ostién, donde algunas
especies bacterianas en particular han sido relacionadas con la fijacién y metamorfosis de
este organismo (Weiner et al., 1985; Kavouras y Maki, 2003; Lau et al., 2005).

Varios estudios han demostrado que en tanques de cultivo acuicola las biopeliculas
juegan diferentes papeles. Las bacterias en biopeliculas representan una fuente de alimento,
enzimas, 4cidos grasos poliinsaturados, esteroles y aminoacidos para los organismos en
cultivo (D’ Agostino y Provasoli, 1970; Vinatea y Andreatta, 1997; Thompson et al., 1999)
y potencial fuente de vacunas para peces (Shanker y Mohan, 2001). Las biopeliculas han
sido relacionadas con el mejoramiento de la calidad de agua durante los cultivos a través de
la reduccion de amonio y fésforo, lo que favorece la disminucion en los recambios de agua
durante el cultivo dando como resultado una menor eutroficacion de las areas receptoras de
efluentes (Thompson et al., 2002; Pinhassi y Berman, 2003) y por consecuencia, reduccién
en los costos de produccion (McIntosh et al., 2000).

A pesar de estas ventajas inherentes a la formacién de biopeliculas, una practica
comun en taques de produccién larvaria de organismos de importancia acuicultural es la

eliminacidn total de las biopeliculas entre una produccién y otra. Lo anterior se debe a que



en algunos trabajos con cultivos de camardn se recomienda desinfectar los tanques, ademéas
del agua, entre las producciones larvarias (Baticados, 1988; Baticados et al., 1990), para asi
evitar la posible presencia de bacterias potencialmente patégenas para el cultivo. Se ha
visto que biopeliculas de estas bacterias en tanques, pueden resistir lavados con cloro de
hasta 200 ppm dependiendo de la estructura de la pared del contenedor, con méaxima
resistencia en superficies de cemento o plastico y menor en acero (Karunasagar et al.,
1996). Experimentalmente también se ha encontrado que algunas bacterias, entre ellas
algunos vibrios, cuando se han establecido en una biopelicula pueden llegar a tener mayor
virulencia (Prayitno y Latchford, 1995) y al coexistir en simbiosis con microalgas
benténicas en la biopelicula, pueden ser transmitidas a los organismos al momento de
pastorear la biopelicula (Thompson et al., 2002), lo que representaria un riesgo patologico
potencial. Sin embargo, eﬁ la practica no se ha determinado con precisién la actividad
patogénica de estas bacterias a través de las biopeliculas, ya que otra gran gama de
bacterias cultivables y no cultivables presentes en ellas, podrian ser potencialmente
favorecedoras del cultivo (probidticas), por lo que es necesario una investigacién mas
profunda para establecer la verdadera impqrtancia de estas bacterias durante los cultivos
larvarios, sobre todo de camardén donde no éxisten estudios previos sobre este tema.

Las bacterias presentes en los sistemas de produccion larvaria de organismos de
importancia acuicultural proceden de diversas fuentes claramente identificadas, entre las
que se cuentan el agua, sistema de tuberfas, el alimento de las larvas conformado por
microalgas y nauplios de Artemia, en el caso de camarén, asi como los propios nauplios o
larvas de los organismos a cultivar (Lavilla-Pitogo et al., 1990; Lavilla-Pitogo, 1995;

Lopez-Torres y Lizarraga-Partida, 2001; Lépez-Torres et al., 2001). En cuanto a camarén,



la principal fuente de entrada de bacterias vibrios al sistema lo constituyen los nauplios de
Artemia, a pesar de que los quistes antes de la eclosién no contienen bacterias de este
género (Lopez-Torres y Lizarraga-Partida, 2001). El proceso de sucesion de la flora normal
de los quistes (bacterias Gram positivo) durante la eclosion de éstos por bacterias Vibrio es
desconocido, por lo que dicho proceso puede ser atribuido a la posible presencia de estas

bacterias en biopeliculas en los tanques de eclosion o contenidas en el agua de cultivo.

I.1.4.- Evolucién del conocimiento de la diversidad bacteriana:

La aplicacidn de técnicas moleculares para el estudio de la diversidad bacteriana,
puso de manifiesto las limitaciones derivadas de la tendencia a cultivarlas y asi obtener
cultivos puros para poder ser caracterizadas (Amann et al., 1995), razén por la cual, menos
de 5000 especies de bacterias han sido identificadas, mientras que millones de plantas y
animales han sido descritos. Los métodos de conteo de bacterias viables en placa o por el
numero mas probable, han sido frecuentemente utilizados para la cuantificacion de células
activas en muestras ambientales. Sin embargo, debido a que estos métodos son selectivos,
son por lo tanto, inadecuados para determinar el total de la poblacién de bacterias de un
ambiente determinado (Amann et al., 1996), lo cuél fue demostrado cuando se implement
la técnica de conteo directo por epifluorescencia.

Para ambientes acuaticos de condiciones oligotréficas a mesotréficas, se ha
constatado que los conteos directos por microscopia exceden los conteos de células viables
por muchos 6rdenes de magnitud. Situacién similar ha sido observada en sedimentos y
suelos (Tabla I). La baja relacién entre conteos de células viables y conteo total de células,

usualmente entre 1 y 15%, habia sido atribuida a una fraccién relativamente grande de



células en la biomasa reciclada, representada por bacterias muertas. En la actualidad, se
acepta que en la mayoria de los casos, las células visualizadas microscépicamente son
viables, pero no forman colonias en las placas de cultivo. Dos diferentes tipos de células
contribuyen a esta mayoria de bacterias no cultivables pero activas: aquellas especies que
han entrado a un estado viable no cultivable y aquellas desconocidas que nunca han sido
cultivadas debido a la carencia de métodos adecuados (Amann et al., 1996). Aunque gran
parte de esta problematica ha sido superada a través de técnicas moleculares, el empleo de
medios de cultivo bacteriano sigue siendo una metodologia de uso frecuente en granjas
acuicola, en especial con medios selectivos, debido a la falta de infraestructura o de

personal especializado en técnicas moleculares.

Tabla 1.- Bacterias cultivables determinadas como un
porcentaje de bacterias crecidas en medio de
cultivo comparadas con conteo total de

células,
Hébitat % de cultivables®

Aguademar 0.001-0.1

Agua dulce 0.25

Lago mesotréfico 0.1-1

Agua estuarina no contaminada 0.1-3

Fango de alcantarilla activado 1-15

Sedimentos 0.25

Suelo 0.3

? Bacterias cultivables medidas como UFC.
(Tomado de Amann et al., 1995).
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L.1.5.- Importancia del RNA ribosomal:

El 1RNA puede ser encontrado en todos los organismos vivos, es relativamente
estable y puede encontrarse en un gran nimero de copias (usualmente varios cientos por
célula) y posee secuencias tanto variables como altamente conservadas, lo que lo hace un
blanco ideal para metodologias moleculares (Amann et al., 2001).

Los primeros intentos para el anélisis de muestras ambientales por estudio de rRNA
empezaron hace aproximadamente 25 afios (Woese, 1987). En estos estudios, moléculas de
5§ 1RNA fueron extraidas de muchas muestras y las moléculas pertenecientes a una
comunidad distante de miembros fueron separadas por electroforesis para generar
secuencias comparativas para el establecimiento de filogenias (Lane et al., 1985). Estos
trabajos presentaron avances importantes, sin embargo, la informacién contenida en los
aproximadamente 120 nucleétidos del 5S rRNA es relativamente pequefia, lo que limité el
analisis de microorganismos en ambientes complejos.

Un cambio de estrategia fue el trabajar con moléculas mayores de rRNA tales como
el 235 rRNA y el 16S rRNA (Olsen et al., 1986). Las molécula de 23S rRNA y 16S tRNA
contienen aproximadamente 3000 y 1500 nucléotidos, respectivamente, por lo que cuando
son completamente analizados (o al menos un nfimero mayor a 1000 nucléotidos),
contienen suficiente informacién para analisis filogenéticos confiables. Por los avances en
las técnicas moleculares, los organismos han sido agrupados con bases mas firmes, que las
obtenidas a través de la taxonomia clésica (Woese, 1987). Las células de diferentes
especies tienen diferente contenido de ribosomas, el cual varfa de 10° a 10° moléculas por

células. A menudo para una cepa el contenido de ribosomas puede variar significativamente
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(al menos en un orden de magnitud), ya que ellos estin directamente relacionados con la
tasa de crecimiento (De Long et al., 1989). La relativa abundancia de rRNA debera, sin
embargo, representar una razonable medida de la actividad fisiolégica relacionada con una

poblacién en particular.

L.1.6.- Identificacién de microorganismos en biopeliculas:

Las metodologias moleculares han generado una reclasificacién de los seres vivos
con base a secuencias del TRNA ribosomal en la cual se establecen tres dominios
filogenéticos: Eukaria, Bacteria y Archae (Woese, 1987). Con respecto a las bacterias se

tiene ahora un nuevo esquema de clasificacion el cual es resumido en la Figura 1.

Bacteria
BAC303 gz"m:’ ' Fibrohacter guieues
: Cyano- Planciomycetes
Green N,  bacierin i

Sulfer R § 4§ 4 Chlamydia

Frotaobacteria IGAM42\ Bmma

Gram-positive Bacieria
High G+C HGCH%

Fusobacteria

SRB385 & S\ Gram-posive Bactri
aw

g~ | enrospinilli

Deinteoocei

CGreen Nonsulfur Bacteria

Aquifex
Thermotagales

CREN498
Crenarchaeotn

Figura 1.- Clasificacién de microorganismos con base a secuencias del 16S rRNA y
algunas sondas especificas (Tomado de Amann et al., 1995).
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Otros de los avances introducidos por las metodologias moleculares ha sido la
aplicacién de técnicas in situ basadas en el rRNA, lo cual ha mejorado el monitoreo de las
comunidades microbianas en las biopeliculas (Amann et al., 1996; Aoi, 2002).

Uno de los méiodos de determinacién de microorganismos in situ desarrollados
recientemente es el denominado FISH (Fluorescence in situ hibridization). FISH es
altamente efectivo para detectar bacterias especificas y analizar la organizacién espacio-
temporal de una comunidad microbiana compleja, debido a la posibilidad de detectar
celulas bacterianas especificas a nivel de células simples por una hibridacién in sifu usando
marcadores genéticos (sondas de oligonucleétidos con blanco en el 16S o 23S-rRNA)
marcados con un compuesto fluorescente (Amann et al., 1990). El rRNA es un blanco ideal
para hibridacién in situ con sondas de oligonucleétidos debido a (i) que esta presente en
todos los organismos y la identificacién de poblaciones naturales estd basada en la
clasificacion filogenética de secuencias del 16S-rRNA; (ii) un gran numero de secuencias
de diferentes organismos estin almacenadas en base de datos; (iii) un alto nimero de copias
por célula incrementa grandemente la sensitividad de deteccién y mejora la identificacién
directa de una célula sencilla por medio del uso de microscopio de epifluorescencia o de un
microscopio confocal de escaneo por laser (CSLM).

Las tecnicas dependientes de FISH han contribuido a clarificar las estructuras de
una comunidad microbiana in situ en varios tipos de comunidades de biopeliculas,
incluyendo aquéllas en medio ambiente natural y en sistemas de ingenieria (Tal et al.,
2003). La ubicacion de bacterias desconocidas y no cultivables en biopeliculas ha sido
analizada por el uso combinado de electroforesis en gel por gradiente de desnaturalizacién

(PCR-DGGE) lo cual mejora el disefio de sondas de oligonucleétidos para FISH, siguiendo



13

la determinacién de especies bacterianas blanco y secuencias de su 165 rDNA (Aoi, 2002).
Algunos otros métodos combinados con FISH han incrementado la eficiencia de esta
herramienta de diagndstico como son el caso de su uso con microautoradiografia (MAR-
FISH) (Lee et al.,, 1999), con microsensores (Ramsing et al., 1993) y con PCR in situ ,
(Hodson et al., 1995).

A pesar de una serie de problematicas identificadas en el uso de FISH, como es la
ausencia de sefial (fluorescencia), grupos bacterianos no detectados con la sonda general
(Neff et al., 1998), la variabilidad en la cantidad de ribosomas en las ceélulas y problemas
con la resolucioén de las sondas (Bouvier y del Giorgio, 2003), entre otros, ésta es una de las
principales herramientas para evaluacién y caracterizacién de comunidades bacterianas en
biopeliculas.

Muchos de los problemas con las bacterias presentes en cultivos larvarios, sobre
todos aquellos que producen mortalidades, podrian estar directamente relacionados con la
flora bacteriana que participa en la formacién y estructuracién de biopeliculas. La
interrelacién de las biopeliculas bacterianas con el cultivo no es clara, ya que actualmente
no se conoce como se constituye una biopelicula en estos sistemas en espacio y tiempo, ni
se ha estudiado a las bacterias no cultivableé alli existentes. Se desconoce la influencia de la
adicion de alimento al cultivo sobre la conformacién de grupos bacterianos y de las
biopeliculas, las cuales constituyen el principal elemento bidtico del cultivo. La abundante
disponibilidad de materia orgénica en estos sistemas de produccién favorece el desarrollo
de microorganismos, que en un momento dado pueden convertirse en elementos patégenos
que pueden poner en riesgo la viabilidad del cultivo. El conocer como estin compuestas

filogenéticamente las poblaciones bacterianas en las biopeliculas durante los cultivos,
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mejorara el entendimiento de los diversos factores microbioldgicos que favorecen o ponen
en riesgo el éxito de los cultivos larvarios de L. vannamei. Por lo anterior, para el presente

trabajo se establecieron los siguientes objetivos:

L2. OBJETIVOS:

¢ Evaluar la concentracion de bacterias tipo Vibrio (BTV), bacterias heterétrofas viables
(BHV) y bacterias totales (BT) presentes en biopeliculas formadas en tanques durante

diferentes estadios de desarrollo larvario y postlarvario de Litopenaeus vannamei.

¢ Establecer el porcentaje de hibridacién con sondas especificas de grupos bacterianos

presentes en biopeliculas formadas en tanques durante el cultivo larvario y postlarvario de

Litopenaeus vannamei.

¢ Evaluar cargas de bacterias (BTV, BHV y BT) as{ como los porcentajes de hibridacién de
grupos bacterianos especificos en muestras de agua de fuentes externas al cultivo larvario:

agua de cultivo, microalga, nauplios vivos de Artemia franciscana y nauplios de Artemia

Jranciscana cocidos y congelados.

¢ Establecer el porcentaje de bacterias cultivables (BTV y BHV) relacionadas con bacterias

totales y de BTV con relacién a BHV, en muestras de biopeliculas y de agua de fuentes

externas.

¢ Relacionar porcentajes de hibridacién en muestras de agua de cultivo y biopeliculas

obtenidas durante la produccién larvaria de Litopenaeus vannamei.,
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II. MATERIALES Y METODOS

IL1.- Lugar de estudio y fechas de muestreo.

Los muestreos de biopeliculas se realizaron en tanques de produccién comercial de
larvas de camarén de la Empresa AREMAR, S.A. de C.V., ubicada en la Unidad
Experimental Pefiasco, de 1a Universidad de Sonora en Puerto Pefiasco, Sonora, México.
Los muestreos se realizaron en 3 producciones larvarias llevadas a cabo en los periodos del
2 al 29 de febrero (P1); del 13 de abril al 08 de mayo (P2) y del 12 de julio al 06 de agosto

(P3) del afio 2004,

IL.2.- Condiciones generales del cultivo.

Los cultivos larvarios se efectuaron en tanques rectangulares construidos de
concreto y recubiertos interiormente con pintura epdxica blanca resistente al agua de mar.
El volumen total de los tanques fire de 28 m>. Estos estin ubicados en naves construidas de
material sélido con techo translicido de fibra de vidrio color amarillo, para permitir el paso
de luz. Antes de cada cultivo, los tanques fueron lavados exhaustivamente con 4cido
clorhidrico comercial (35%), enjuagados coﬁ agua dulce y lavados con solucién comercial
de hipoclorito de sodio (Clorox) y de nuevo enjuagados con agua dulce. Estos se dejaron
secar hasta su uso.

El agua empleada para el cultivo fue obtenida de un pozo costero de
aproximadamente 30 pies de profundidad. El agua de mar no recibi6 ningin tratamiento
antes de llegar al cultivo, tinicamente paso a través de filtros de bolsa de 1 pm de poro

inmediatamente antes de su llegada a los tanques. Un sistema de 2 calderas fue utilizado
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para calentar indirectamente el agua en época de invierno por medio de serpentines de PVC
flexible en el interior de los tanques. La oxigenacién se realizé por flujo de aire a presién
generado por aereadores externos y conducido por tuberia de PVC con orificios, colocada
en el fondo de los tanques.

Para las siembras se utilizaron nauplios V de camarén blanco, Litopenaeus
vannamei (Boone), comprados a un laboratorio productor de larvas en la ciudad de la Paz,
Baja California Sur, México.

Los cultivos larvarios se llevaron a cabo a una temperatura constante de 30+2 °C por
un periodo de 26 dias, hasta la etapa de postlarva 16. La salinidad se mantuvo en 35%o y el
oxigeno disuelto fue superior a 6 ppm. Los nauplios en el estadio de zoea fueron
alimentados con cultivos de la microalga Chaetoceros muelleri (Lemm.) a concentraciones
entre 70,000 y 120,000 células/ml. La microalga Isochrysis galvana se adiciond
esporadicamente al cultivo en una proporcién maxima del 20% del total de microalga. Al
final del estadio zoea III se adicionaron nauplios de Artemia franciscana (Salt Creek,
UTAH, USA), cocidos a 80-90 °C durante 10-15 minutos, a una concentraciéon de 4
nauplios/larva/dia. El excedente de nauplios cocidos fue congelado hasta por 3 dias a -4 °C
y se utilizé en las alimentaciones posteriores en estos estadios. Esta practica continué hasta
el estadio Mysis II, donde se empezé a adicionar nauplios de Artemia vivos (20
nauplios/larva/dia), lo cual se continué hasta el final del cultivo en Pl16 (104
nauplios/larva/dia) (Fig. 2). Durante todo el cultivo diariamente se adicioné EDTA (10
ppm), mientras que en los primeros doce dias se afiadi6 al cultivo el compuesto treflan
(Sinfluran 4 EC, Trifuralina, Westrade de México) a 10 ppm, para controlar el brote de

hongos (principalmente Lagenidium sp.). En este periodo se afiadieron cada tercer dia, de
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manera escalonada, los antibi6ticos cloranfenicol (Fagalab) (1 gr/m®), enrofloxacina

(Enroqueen plus solucién oral 10%; Fagalab.) (4 ml/m®) y furazolidona (Fagalab) (1.5

gr/m®) hasta finalizar en el estadio P11. Al arribar al estadio P112, se adicioné al cultivo

formol (Fagalab) al 37% y furazolidona (Fagalab) en cantidades de 15 ml/m® y 1.5gr/m’,
y

respectivamente. A partir del estadio P115 y hasta la cosecha se afiadié cal (hidréxido de

calcio hidratado) al cultivo a una concentracién de 1 ppm. En la etapa de postlarva se

adicion6 al cultivo alimento microencapsulado (Microfeast) como complemento a la

alimentacion con nauplios de Artemia vivos (Tabla II). A partir del estadio Zoea III se

establecieron recambios de agua en los tanques de produccion que fueron desde 30% diario

al inicio, hasta un 100% diario hacia el final del cultivo (P116).

Diasde

cultivo

Subestadios

Estadios

Nauplios de Artemia vivos

| |
vil

v v
Nauplios de Artemia hervidos y congelados
v v v
Microalga
v v v v Agua de entrada
| |
v v v v v v v vil v
Nauplios de camarén
I
I I I | | I I | I I
-0.5 0 2 3 5 6 7 8 10 26
IVIII II III|]I II HIILII 16;
I
Nauplio Zoea Mysis Postlarva

Figura 2.- Principales fuentes externas potenciales de entrada de bacterias al cultivo
larvario de Litopenaeus vannamei de acuerdo a su desarrollo larvario.
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IL.3.- Tangues muestreados.

En las tres producciones estudiadas, se tuvieron tanques con densidades de nauplios
V que fluctuaron entre 2.75 y 10 millones (Tabla III). Todos los tanques se sembraron a un
volumen inicial de 16 m’ de agua de mar y se increment6 su volumen diariamente hasta
llegar a 24 m® (volumen total para el cultivo) al cuarto dia de cultivo, el cual se mantuvo
hasta el final de la produccién. Para los tanques sembrados con el doble de organismos, la

poblacién fue dividida en dos tanques en la etapa de Zoea ITI (al séptimo dia de cultivo).

I1.4.- Muestreos de biopeliculas bacterianas en tanques de cultivo larvario.

En todos los casos se muestrearon biopeliculas de la pared adyacente al drenaje en
los tanques de cultivo en las etapas de desarrollo de Zoea I (ZD), Mysis I (MI), postlarva 1
(P11) y postlarva 16 (P116) durante los recambios de agua. Para el muestreo en el estadio de
Zl, las biopeliculas se obtuvieron con portaobjetos limpios y estériles introducidos y
suspendidos con cuerdas estériles dentro de los tanques una vez adicionada la microalga C.
muelleri (70 000 cel/ml), 1 gr/m’ de cloranfenicol, 20 gr/m® de EDTA, 10 ppm de treflan al
agua de cultivo y aproximadamente 10 horas antes de la siembra de los nauplios de
camar6n. Los portaobjetos se mantuvieroﬁ hasta que las larvas en cultivo alcanzaron el
estadio ZI (aproximadamente 40 horas en total). Una vez extraidos los portaobjetos se
enjuagaron con 5 ml agua de mar diluida a 28%. de salinidad, esterilizada y filtrada por
0.22mp (AMEF), para eliminar bacterias plancténicas no adherida. Se escurrié el exceso de
agua y con un cotonete de algodén estéril se muestre6 la biopelicula de una superficie de 10
cm’. El cotonete se introdujo en un tubo de ensayo con 10 ml de AMEF para dar una

dilucién 1l
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Esta muestra se trasladé al laboratorio para los anélisis bacterioldgicos descritos

posteriormente.

Tabla IIL.-Caracteristicas de siembra de nauplios de Litopenaeus vannamei en las tres

producciones evaluadas en la empresa AREMAR, S.A. de C.V. en Puerto
Pefiasco, Sonora.

Sala Nauplios/tanque Total
Produccion sembrada Fecha Tanques (Millones) siembra/dia
(Millones)
1 C 2 febrero 2004 cT2* 10 25
CT3 5
CT4* 10
3 febrero 2004  CT7* 10 25
CT8 5
CTo9* 10
2 A 13 abril 2004 AT1 3.75 22.5
AT2 3.75
AT3 3.75
AT4 3.75
ATS 3.75
3 C 12 julio 2004 cT2* 10 25
CT3 5 '
CT4* 10
13 julio 2004 CcT7* 10 25
- CT8 5
CcT9* 10

*Del quinto al sexto dia de cultivo, en el estadio Zoea III, la mitad de poblacién de
organismos sembrados se pasé a otro tanque, para igualar las poblaciones.

Para los muestreos subsecuentes, las biopeliculas se obtuvieron directamente de las
paredes de los tanques ubicadas en la zona de drenaje durante el recambio de agua a un
volumen de 18m’ (volumen minimo al recambio). Cada muestra en un mismo tanque se

tom¢ de distinta posicién horizontal de 1a pared pero a la misma altura.
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Para la toma de muestra se utilizé una plantilla de PVC preparada con una abertura
de 100 cm? lavada previamente con alcohol y secada al aire antes de cada muestreo. La
biopelicula se obtuvo raspando con un portaobjetos estéril -y dos cotonetes de algoddn
estériles, los 100 cm® delimitados por la plantilla. Inmediatamente fueron introducidos en
un frasco con tapén de rosca (Corning) con 100 ml de AMEF. Los frascos con las
diluciones fueron trasladados al laboratorio para la cuantificacién de BHV, BTV y tincién
con DAPI para BT. De las muestras anteriores se tomaron alicuotas que se fijaron con
formol (Spectrum) al 6% (concentracién final), previamente filtrado a través de un filtro
millipore de 0.22 um, para llevar a cabo el estudio de fluorescencia por hibridacién in situ
(FISH). Las muestras fijadas se conservaron a -20° C hasta su procesamiento. En total se
tomaron 17 muestras por cada uno de los estadios larvarios, a partir de los cuales se

evaluaron los promedios para cada uno de ellos.

IL5.- Agua de fuentes externas de bacterias al cultivo:

Se tomaron un total de 10 muestras de agua a la entrada de los tanques de cultivo
después de pasar por un filtro de bolsa de 1 pm por las tres producciones. Asimismo, se
anéliza:ron 8 muestras de agua del cultivo de C. muelleri cultivada en tanques plasticos a un
volumen de 2500 litros. En el caso de Artemia cocida y congelada se analizaron 8 muestras,
mientras que en Artemia viva (Sorgeloos et al,, 1986), se analizaron 6 muestras por las tres
producciones. Agua de nauplios de carﬁa.rén se analizé en cinco ocasiones. Todas las
muestras fueron tomadas en tubos de centrifugas cénicos estériles de 50 ml de capacidad
(Falcon) e inmediatamente procesadas de acuerdo a lo establecido en la seccién I1.4. y

analizadas segiin lo descrito en las secciones IL6, 1.7 y I1.7.2.
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IL.6.- Cuantificacién de bacterias cultivables y totales.

Una vez en el laboratorio, tanto las muestras de biopeliculas como de agua fueron
agitadas en un vértex (VWR) por 1 minuto a velocidad maxima. Se realizaron diluciones
seriadas, cuando fue requerido, en tubos de ensayo conteniendo AMEF. De las diluciones
seleccionadas se inoculé por duplicado una alicuota de 0.1 ml, por la técnica de siembra en
superficie en los medios de cultivo agar de ZoBell (AZ) para evaluar bacterias heterétrofas
viables (BHV) y en agar Tiosulfato-Citrato Sales Biliares-Sacarosa (TCBS, DIFCO) para
evaluar las bacterias tipo Vibrio (BTV). En muestras de agua donde se csperaba un bajo
contenido de BTV, se filtré por vacio diferentes volimenes de agua a través de un filtro
millipore de 0.45 pm de poro y 47 mm de didmetro, que fue colocado en placa;s con agar
TCBS. Asimismo se filtraron muestras para conteos de BT por tincién con DAPI (4°, 6’
diamino-2 fenilindol, SIGMA) de acuerdo a lo recomendado por Vargas-Cardenas et al.
(1999). Las placas inoculadas se incubaron por 48+2 horas a 30+2 °C y se contabilizaron
las unidades formadoras de colonia (UFC). Los portaobjetos con las muestras tefiidas con
DAPI fueron mantenidos en frio (10°C) hasta su conteo por medio de un microscopio

invertido de epifluorescencia Zeiss Axiovert 100.

11.7.- Hibridacion in situ fluorescente (FISH).

Para el analisis de las muestras por FISH se siguié el procedimiento establecido por
Manz et al. (1992), con algunas modificaciones.

Para el analisis, 12 ml de cada muestra fijada con formol se centrifugé 15 000 x g
durante 5 minutos y se lavé dos veces con 1 ml de un buffer de fosfato salino 1X, pH 7.2

(PBS) para remover totalmente el fijador. Finalmente las muestras se disolvieron en 0.5 ml
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de PBS 1X y 0.5 ml de alcohol etilico absoluto frio. Las muestras tratadas de esta manera
se conservaron en fiio (10 °C) hasta su anélisis.

Para el anéalisis se colocaron 8 pl de muestra por ventana de un portaobjetos cubierto
con teflén (Precision Lab Products), previamente impregnados por inmersiéon en una
solucién de gelatina y sulfato de potasio crémico al 0.1% y 0.01%, respectivamente y
secados al ambiente. Las muestras en los portaobjetos se secaron a temperatura ambiente y
se deshidrataron en series de alcohol etilico al 50%, 80% y 98% por 3 minutos en cada una
de ellas, para luego secarse también a temperatura ambiente. Los portaobjetos con las

muestras adheridas y deshidratadas pueden conservarse indefinidamente.

I1.7.1.- Sondas para hibridacion:

En el estudio se utilizaron las sondas de oligonucleotidos mostradas en la Tabla IV.
Las sondas fueron elaboradas por Genosys-Sigma (México) y marcadas con el fluorocromo
indocarbocianina CY3 en el extremo 5°.

Las sondas EUB338 (bacterias en general), GAM42a (subclase y-Proteobacterias:
que agrupa a bacterias de los géneros Pseudomonas, Vibrio, Alteromonas, Thiotrix,
Leucotrix, entre otros). ALF1b (subclase a-Proteobacterias: género Rickettsia, Rodobacter,
Roseobacter, entre otros), BET42a (subclase B-Proteobacterias: grupo oxidantes de amonio
y otros), SRB385 (subclase 8-Proteobacterias: con grupos como Desulfovibrio) y NHGC
(bacterias Gram positivo con bajo GC, como Bacillus, Clostridium, Mycoplasmas,
Staphylococcus). Las sondas anteriormente mencionadas fueron desarrolladas por Amann
et al. (1995), mientras que la sonda HGC69a (bacterias con alto GC: como Actinobacterias,

Microccoceus, Mycobacterium) fue propuesta por Roller et al. (1994).
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Tabla IV.- Sondas de oligonucledtidos utilizadas para hibridacién in situ, marcadas en la
posicién 5’ con el fluorocromo indocarbocianina CY?3.

Sitio blanco en

Sonda Secuencia rRNA (posicién)® Especificidad %EF"
EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 168, 338-355 bacteria 35
NHGC TATAGTTACGGCCGCCGT 238, 1901-1918 Bacterias con 35
bajo GC.

HGC69a TATAGTTACCACCGCCGT 23S, 1901-1918 Bacterias Gram 25
positivo con alto

GC
ALF1b CGTTCGCTCTGAGCCAG 16S,19-35 o-Proteobacteria 35
BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT 235, 1027-1043  p-Proteobacteria 35
SRB385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG 168, 385-402 d-Proteobacteria 35
GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT 238,1027-1043  v-Proteobacteria 35

% posicién en E. coli , ° porcentaje de formamida durante la hibridacion.
(Fiedrich et al., 2001).

Las sondas BET42a y la sonda GAM42a fueron utilizadas con oligonucledtidos

competidores de acuerdo a lo recomendado por Manz et al. (1992).

IL7.2.- Condiciones de hibridacién:

Se prepararon 2 ml de buffer de hibridacién (BH), de los cuales 8 pl se afiadieron a
cada ventana del portaobjetos para una concentracién final de 0.9M NaCl, 0.01% dodecyl
sulfato de sodio (SDS) y 20mM Tris/HCI, pH 7.2. La formamida se aplicé en un 35% en el
BH para todas la sondas, excepto para HGC69a donde se utilizé a 25% (Tabla IV). Antes
de aplicar el BH al portaobjetos se le afiadi6 la sonda especifica para dar una concentracién
final de 3 ng/pl. Los portaobjetos con el BH se introdujeron en un tubo de polipropileno de
50 ml (camara de hibridacién), el cual contenia una pieza de papel absorbente que se

humedeci6 con el sobrante del BH para mantener saturada la cdmara y evitar variacién en
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la concentracién de los reactivos durante la hibridacién. Esta se llevé a cabo a 46°C por un
tiempo de 12+1 horas en la oscuridad. Los portaobjetos se retiraron de los tubos y fueron
lavados por 10 minutos en un tubo con buffer de lavado precalentado a 48°C, que contenia -
700 ml NaCl 5M, 1ml Tris/HCl 1M, 48.25 ml de agua destilada filtrada por un filtro
millipore de 0.22 pm y esterilizada en autoclave (ADFE) y 50 pl de SDS al 10%, para las
sondas hibridadas con 35% de formamida. Para la sonda HGC69a la cantidad de NaCl 5M
fue de 1490 ml y de ADFE de 42.46 ml. Posteriormente los portaobjetos fueron lavados
con ADFE y secados a temperatura ambiente en la oscuridad, para después ser
contratefiidos con 4pl de DAPI (1pg/ml) por ventana del portaobjetos durante 5 minutos en
la oscuridad y finalmente lavados y secados como se mencioné anteriormente,

Paralelo al anélisis de las muestras se utilizaron dos cultivos bacterianos puros como
controles para observar la especificad de tres sondas. Vibrio harveyi Z2, sonda GAM42a y
Bacillus subtilis (ATCC 15134), sonda NHGC. Ambas cepas se utilizaron también para la

sonda EUB338.

I1.7.3.- Observacién al microscopio:

Para la observacién al microscopio se afiadieron 5ul de CITIFLUOR AF87
(Citifluor) (sustancia antiblanqueo) a cada ventana del portaobjetos para posteriormente
colocar un cubreobjetos y finalmente aceite de inmersién. La observacion se realizé en un
microscopio Zeiss Axiovert 100 con un filtro de excitacién verde con el set TRIC/Dil
31002 (Chroma), para cuantificar el niimero de células hibridadas con los oligonucleétidos.
El total de células bacterianas por muestra fue determinado por los conteos con DAPI

usando un filtro con excitacién UV.
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Los conteos de células hibridadas con cada sonda fueron calculados como un
porcentaje del total de células observadas en relacién con las cuantificadas con DAPI en los

mismos campos.

I1.8.- Analisis estadisticos.

Los andlisis estadisticos realizados fueron desarrollados con el programa ProStat
versién 3.0. Analisis de varianza y pruebas de rango miiltiple de la menor diferencia
significante (LSD) fueron aplicadas para determinar las diferencias significativas (P<0.05),
en los grupos bacterianos de los diferentes estadios de desarrollo larvario evaluados y los
porcentajes de bacterias cultivables; asimismo para los porcentajes de hibridacién con las
diferentes sondas. Todos los datos de concentracién bacteriana (UFC o BT) fueron
transformados a logaritmo base 10 y los porcentajes de bacterias cultivables y de
hibridacién fueron transformados por el arcoseno antes del analisis estadistico, de acuerdo a

lo recomendado por Zar (1984).



27

III. RESULTADOS

IIL.1.- Densidad de siembra de nauplios de camaron.

Para las producciones 1 y 3, la siembra de nauplios se realizé en dos dias
consecutivos con diferente densidad de siembra en algunos tanques (Tabla IIT). En la Figura
3 se observan los valores logaritmicos de las concentraciones de BHV, BTV y BT. Los tres
grupos bacterianos muestran una ligera tendencia a incrementar con relacion a la edad del
cultivo. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) dentro de los
grupos de bacterias en cada estadio evaluado con relacion a la densidad de siembra, por lo

que todos los resultados se analizaron sin tomar en cuenta esta caracteristica del cultivo.

IIL2.- BHV, BTV y BT en biopeliculas de tanques de cultivo larvario.

En la Figura 4 se presentan los valores logaritmicos de los conteos de los tres grupos
bacterianos por estadios en las tres producciones. De manera general, se observd una
relacion directa de los conteos de los tres grupos bacterianos con respecto a la edad del
cultivo, con valores elevados al final del peﬁodo.

Para las BHV, la concentracién vari6 entre 9.0x10' UFC/cm? para el estacﬁo MI de
la P3, hasta 8x10° UFC/cm? en el estadio P116 de la P2. Los valores mas elevados en las
tres producciones (10> UFC/ml) se obtuvieron en P116.

Los valores para BTV variaron desde menos de 2 UFC/cm? en el estadio MI de la
P3, hasta 8.0x10' UFC/cm® para el estadio P116 de la P1. Sin embargo, la mayoria de los

valores promedios por produccién presentarton menos de 10 UFC/em?.
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Por lo que respecta a los BT, al igual que los dos grupos bacterianos anteriores,
presentaron un incremento hacia el estadio P116 en las tres producciones. Este grupo
presenté la menor fluctuacién y solo varié en una potencia entre los estadios en las tres
producciones. Los valores menores se presentaron en el estadio MI. Las BT variaron desde
8.5%10° bacterias/cm’ en el estadio MI de 1a P3 hasta 4.5x10° bacterias/cm” en P116 de la
Pl.

Con los valores promedio por estadio de las tres producciones, se obtuvieron los
resultados que se observan en la Figura 5. Los valores logaritmicos promedio muestran que
en las BHV el rango promedio fluctué desde 6.0x10> UFC/em* en ZI hasta 9.0x10°
UFC/cm? en el estadio P116. En tanto que las BTV variaron desde 3.5%x10° UFC/cm? para el
estadio MI hasta 2.5x10' en el estadio P116. Las BT promedio presentaron menor variacidn
entre los estadios, con valores de 10* bacterias/cm® para los primeros tres estadios y
2.0x10° bacterias/cm® en P116 valor que es estadisticamente diferente (P<0.05).

Las concentraciones de bacterias en los tres grupos bacterianos se incrementaron
hacia el estadio P116 con diferencias estadisticas (P<0.05) con relacién a los primeros

estadios.

II1.3.- FISH en biopeliculas de tanques de cultivo larvario.

En la Figura 6 se presentan los porcentajes de hibridacién por estadio de desarrollo
larvario y produccién de las dos sondas que presentaron mayor sefial de hibridacion:
EUB338 y GAM42a, Se puede apreciar que la sonda GAM42a presentd una menor
fluctuacién para los diferentes estadios y producciones, mientras que la sonda EUB338

mostré una tendencia de incrementar con la edad del cultivo. El mayor porcentaje de
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hibridacién para la sonda EUB338 fue de 80% el estadio P116 de la P2 y el menor fue de
18% para el estadio de ZI de la P3. La sefial para la sonda GAM42a varié desde un
porcentaje de hibridacién de 18% en el estadio de MI en la P1, hasta aproximadamente 1%
para ¢l estadio P116 de la P3.

En la figura 7 se presenta el promedio porcentual de hibridacién de cada una de las
sondas presentadas en la figura 6. El promedio porcentual de hibridacién con la sonda
EUB338, relacionado con conteos de DAPI, varié entre 27% (ZI) y 70% (P116). El
promedio porcentual de hibridacién para ZI (27%) presenté diferencia significativa
(P<0.05) con respecto a los tres estadios que le anteceden, MI (50%), P11 (58%) y P116
(70%). MI y PI1 presentaron valores inferiores, significativamente diferentes (P<0.05) a
P116. La tendencia general para esta sonda fue de incremento con relacién a la edad del
cultivo.

La sefial de hibridacién con la sonda GAM42a no presentd diferencias estadisticas
significativas (P>0.05) en los tres primeros estadios; sin embargo, MI y Pl1 fueron
diferentes estadisticamente (P<0.05) de P116. Los porcentajes promedio variaron entre 11%
v 1% para MI y P116, respectivamente. La ‘s_eﬁal de hibridacién en los estadios ZI y P116,
no presenté diferencia significativa (P>0.05) con relacién a otras sondas distintas a
EUB338. Esta sonda no presenté una tendencia de aumento con la edad del cultivo, sino al
contrario, en el mayor estadio evaluado su sefial de_hibridacién disminuyd notablemente.

El porcentaje de hibridacion de GAM42a con relacién a EUB338 presenté una
tendencia a reducirse de acuerdo a la edad del cultivo con porcentaje promedio de 26.5%

para los estadios de ZI y MI hasta 3% para el estadio P116.
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Las sondas NHGC, BET42a, ALF1b, SRB385 y HGC69a presentaron sefiales de

hibridacién inferiores a 1%, sin diferencia significativa (P>0.05) entre ellas.

IT1.4.- Porcentajes de bacterias cultivables en biopeliculas.

La relacion de las concentraciones de BHV y BTV con BT (BHV/BT, BTV/BT) se
presenta en la Tabla V.

La relacidn de BHV/BT presentd un rango que varié de 0.6 hasta 12.9, con
tendencia a incrementarse desde ZI (1.9) hacia el estadio de P116 (7.1). BTV/BT presentd
un rango inferior de fluctuacién desde 0.01 hasta 0.09 con una tendencia de incremento
similar a lo presentado por BHV/BT.

La relacion de las BTV con los valores de BHV (BTV/BHV), las cuales representan
grupos bacterianos comunmente evaluados en sistemas de produccién acuicola como
indicadores de calidad bacteriolégica, se observa en la Tabla VI. Los valores no muestran
una tendencia clara con la edad del cultivo o con la época de produccion.

No se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) entre los estadios de cada una de
las producciones, aunque se observan diferencias entre valores del estadio P116 de 1a P1 y
P3. Los valores porcentuales variaron numéricamente desde 0.1% para el estadio P116 de la
P3, hasta 4.3% para el estadio P11 de la P1. Los promedios porcentuales por estadio
presentaron un valor méaximo y minimo de 2.0% y 0.7% para los estadios P11 y MI-P116,
respectivamente.

En muestras de agua de cultivo de la produccién 2 y 3 en los estadios P11 y P116, los
porcentajes de BTV/BHV tuvieron un valor de 1.1% (1.3-0.9%) y de 17% (30.3-3.7%),

respectivamente.
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IIL5.- BHV, BTV y BT en agua de fuentes externas al cultivo.

Los resultados del anélisis de muestras agua de fuentes externas de bacterias al
cultivo larvario se observan en la Figura 8.

Las dos principales fuentes externas de bacterias fueron el agua de cultivo de los
nauplios de Artemia vivos (Fig. 8E), preparados para adicionarse al cultivo y el agua de
traslado y aclimatacion de los nauplios de camardn (Fig. 8C) al momento de Ia siembra. En
el primer caso, las BHV alcanzaron un promedio de 107 UFC/ml para las tres producciones,
mientras que en el segundo, llegaron a 10° UFC(ml. Estas dos fuentes aportaron la mayor
cantidad de BTV, con valores promedio de 10° UFC/ml para los nauplios de Artemia y de
10°-10* UFC/ml para las nauplios de camarén. El agua de entrada (Fig. 8A), presento los
valores mas bajos para los tres grupos bacterianos; el valor maximo para BHV alcanzd
9.1x10° UFC/ml en la P3, mientras que las BTV promediaron como méximo 5 UFC/ml en
la P2; las BT tuvieron un maximo de 1x10° bacterias/ml. El agua de cultivo de la microalga
C. muelleri, al igual que el agua de mar utilizada para el cultivo larvario, aporté bajas
concentraciones de los grupos de bacterias cultivables y un méximo de 1.80x10’
bacterias/ml para las BT. Las BTV se mantuvieron en valores maximos de 2x10' UFC/ml
(Fig. 8B). Los nauplios de Artemia cocidos y congelados (Fig. 8D), presentaron
concentraciones de bacterias cultivables inferiores con relacion a los nauplios de Artemia
vivos. El grupo bacteriano mas afectado por el calor fue las BTV que se redujeron en hasta

3 érdenes de magnitud, de 10°a 10° UFC/ml, en las dos primeras producciones.
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Figura 8.- Bacterias heterdtrofas viables (BHV), bacterias tipo Vibrio (BTV) y bacterias
totales (BT) en muestras de agua de fuentes externas al cultivo durante las tres

producciones evaluadas.
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II1.6.- FISH en muestras de agua del cultivo larvario.

En agua de cultivo solo se detectaron hibridaciones con las sondas EUB338 y
GAM42a (Fig. 9). La primera varié de 75% hasta 85%, sin diferencia significativa
(P>0.05), mientras que la segunda fluctué de 5% hasta 7%. En los mismos estadios, los
promedios de muestras de biopelicula variaron desde 60% a 78% para la sonda EUB338,
mientras que para la sonda GAM42a la variacion fue de 2% a 7%.

Los porcentajes de GAM42a con respecto a EUB338 en muestras de agua no
variaron de manera importante para los dos estadios evaluados, con valores de 6.7% y 8.2%
para Pl1 y Pl16, respectivamente. En biopeliculas, estos mismos estadios presentaron

relaciones de 12.3% y 3%, respectivamente.

A WOwas sondes AAGAM42a BIEUB338 CIDAPI g Womesmdes BOAVSI MELRES ODAM
100% 1903
90% 90% A
80% - 80% -
g 70%- g 7%
S 60%- 8§  60% -
= .=
‘B 50% B 50%
Kal
o 40% - B 40% -
¥ 30%- X 30%
20% 20% -
10% = 10% -
0% — Wz 0% - .
PI1 Pl16 Pll P16
Estadios de desarrollo Estadios de desarrollo

Figura 9.- Porcentajes de hibridacion promedio de las dos sondas més importantes en
muestras de agua de cultivo (A) y biopeliculas (B), en los estadios de desarrollo
de postlarva 1 (P11) y postlarva 16 (P116) de las producciones 2 y 3.
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II1.7.- FISH en agua de fuentes externas de bacterias al cultivo.

Las sefiales de hibridacion predominantes fueron para las sondas EUB338 y
GAM42a, al igual que en las biopeliculas. Con EUB338 los porcentajes de hibridacién
variaron desde 14% para agua de entrada en la P2, hasta 98% para nauplios de Artemia
vivos en la P3. Los nauplios de Artemia y de camardn presentaron los porcentajes de
hibridacion mayor para la sonda GAM42a, con un porcentaje superior al 50% del total de
sefial de hibridacion de la sonda EUB338 para el primer caso (Fig. 10).

En los cultivos de la microalga C. muelleri no se detectd hibridacién de la sonda
GAMA42a en ningin muestreo.

Después de las y-Proteobacterias, las bacterias Gram positivo de bajo GC (sonda
NHGC) fue el grupo especifico mas abundante, con valores inferiores al 5% en las

muestras donde se detectaron.

IIL8.- Porcentaje de bacterias cultivables en agua de fuentes externas al cultivo.

Los valores porcentuales de BHV/BT y BTV/BT, se pueden ver en la Tabla VIL
Los mayores porcentajes en ambos grupos de bacterias cultivables se encontraron en los
nauplios de Artemia vivos y en los nauplios de camarén, con valores de 34.0% para
BHV/BT y de 2.0% para BTV/BT en el caso Artemia. Para los nauplios de camarén se
registraron porcentajes de 13.7% para BHV/BT y 2.0% para BTV/BT.

El porcentaje menor de BHV/BT se encontré en nauplios de Artemia cocidos y
congelados de la P1 con 0.1%; en estas muestras se obtuvieron los menores valores

porcentuales promedio de las tres producciones de 2.7%, seguido de C. muelleri con 3.5%.
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Figura 10.- Porcentaje de hibridacién de las tres sondas mas importantes en muestras de
agua de fuentes externas al cultivo para las tres producciones (P1, P2, P3).
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Tabla VIL- Porcentaje de la relacién de bacterias heterétrofas viables (BHV/BT) crecidas
en agar de ZoBell y bacterias tipo Vibrio (BTV/BT) crecidas TCBS, en relacién
con conteos de bacterias totales hechos con DAPI en muestras de agua de
fuentes externas de bacterias al cultivo larvario de Litopenaeus vannamei.

Fuente Produccién  Grupo bacteriano %=ES % Promedio+ES
BHV BTV
Agua de 1 BHV 8.6+6.4
entrada  al BTV 0.001+0.0009
cultivo 2 BHV 0.5+0.1 4.342.1 0.01+0.003
BTV 0.02+0.003
3 BHV 9.4:+6.1
BTV 0.01+0.004
Agua con 1 BHV 0.6x0.5
cultivo de BTV 0.00001+0.00001
Chaetoceros 2 BHV 6.9+5.2 3.5+£2.0 0.0001+0.00005
muelleri BTV 0.0002+0.0001
3 BHV 1.9+0.6
BTV 0.0002+0.0001
Agua con 1 BHV 13.7£0.0
nauplios de BTV 0.05+0.01
camaron 2 BHV 7.3 14.7+2.4 0.4+0.2
BTV 2
3 BHV 19.4+2.8
BTV 0.8+0.1
Agua con 1 BHV 0.1+0.01
nauplios BTV 0.01+0.006
Artemia 2 BHV 1.9£1.3 2.7+£1.1 0.1+0.08
hervidos vy BTV 0.004+0.003
congelados 3 BHV 5.2£2.0
BTV 0.4+0.2
Agua con 1 BHV 34
nauplios BTV 1.8
Artemia 2 BHV 8.0+4.5 17.745.3 1.6+0.5
vivos BTV 0.9+0.2
3 BHV 18.747.5
BTV ' 2.0+£1.05

ES: error estandar.

En cuanto a BTV/BT, los menores porcentajes se encontraron en C. muelleri con un
promedio de 0.0001%, seguido de agua de entrada con 0.01%. Los mayores valores
porcentuales promedio de ambos grupos cultivables se encontraron en nauplios de Artemia
vivos y en nauplios de camarén con 17.7% y 14.7% para BHV/BT y de 1.6% y 0.4% para

BTV/BT, respectivamente.
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Los valores porcentuales inferiores de BTV/BHV se encontraron en muestras de C.

muelleri y agua de entrada con 0.002% y 0.01%, respectivamente, ambos para P1 (Tabla

VIII). Los porcentajes promedio mas elevados se registraron en nauplios de Artemia, con

un promedio porcentual de 19.4%, seguido de los nauplios de Artemia cocidos y

congelados con 5.6%. Los nauplios de camardén promediaron un porcentaje de 2.6%. Los

porcentajes promedio inferiores fueron encontrados en C. muelleri y agua de entrada con

0.02% y 1.8%, respectivamente.

Tabla VIIL- Porcentaje de la relacién de bacterias tipo Vibrio crecidas en TCBS con
bacterias heterotrofas viables (BTV/BHV) crecidas en agar de ZoBell en
muestras de agua de fuentes externas al cultivo larvario de Litopenaeus

vannamei,
Fuente Produccién %+ ES % promedio + ES
Agua de entrada 1 0.01+0.001
al cultivo 2 3.6%0.6 1.8+0.6
3 0.2+0.2
Agua con 1 0.002+0.001
cultivo de C. 2 0.03+0.009 0.02+0.007
muelleri 3 0.02+0.01
Agua con 1 0.4+0.1
nauplios 2 2.7 2.6£1.0
camarén -3 4.7+0.8
Agua con 1 4.7£3.8
nauplios Artemia 2 0.1+0.05 5.6+£2.6
hervidos y 3 12.0+6
congelados
Agua con 1 5.2
nauplios Artemia . 9.6+0.9 19.4+9.4
vivos "3 30.7£17.7

ES: error estandar.
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IV. DISCUSION
Las biopeliculas bacterianas en cultivos acuicola desempefian diferentes funciones,
que van desde fuentes de alimento, mejoradoras de la calidad de agua del cultivo hasta ser
un reservorio de bacterias patégenas. De alli el interés de analizarlas y determinar la
funcién especificas que desempefian en cultivos particulares de organismos acuéticos de

importancia comercial.

IV.1.- BHV, BTV y BT en biopeliculas de tanques de cultivo larvario.

Para la produccién 1 y 3 se sembraron tanques con diferente densidad de
organismos, sin embargo, la cantidad de larvas iniciales no afectd cuantitativamente la
constitucién de las biopeliculas en ninguna de las etapas evaluadas. Esto se puede deber a
que las biopeliculas se formaron a partir de la flora bacteriana presentes en el agua y la
microalga C. muelleri al momento de preparar los tanques, por lo que al momento de la
siembra, aproximadamente 10 horas después, la comunidad bacteriana de la biopelicula no
fue afectada cuantitativamente por BTV introducidas al sistema en cantidades importantes
en los nauplios de camardn. Es de notar el hecho que la formacion inicial de la biopelicula
ocurre a pesar de que el agua de cultivo fue tratada con cloranfenicol (1 ppm). Lo anterior
fue observado por Karunasagar et al. (1996), cuando V. harveyi, una bacteria comiin en
cultivo larvarios, fue capaz de desarrollar biopeliculas en presencia de cloranfenicol y
oxitetraciclina a concentracién de 50 ppm, a pesar de que la bacteria en pruebas de
laboratorio fue susceptible a ambos antibiéticos.

Los valores de bacterias cultivables y de BT encontrados en el estadio ZI en los

portaobjetos y posteriormente en las paredes de los tanques, sefialan que los portaobjetos
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son adecuados para capturar biopeliculas cuando el sistema de cultivo no permita
obtenerlas directamente del tanque. En nuestro estudio, la colonizacion en portaobjetos fue
evaluada hasta 40 horas después de que los tanques fueron preparados para la siembra y
aproximadamente 31 horas después desde la siembra de los organismos.

Los valores promedio de bacterias de los diferentes grupos evaluados en las
biopeliculas no se incrementaron notablemente en los 26 dias del cultivo, pues las BHV
solo se incrementaron en dos potencias (de 10 al inicio hasta 10* UFC/cm?) al igual que las
BTV (de 10° a 10" UFC/cm?) mientras que las BT presentaron valores mas homogéneos
(10* hasta 10° bacterias/cm?). Lo anterior puede significar que la colonizacién inicial
mantiene su constitucién cuantitativa durante toda la produccion. Sin embargo, existen
indicios de que las concentraciones de bacterias encontradas en las biopeliculas son un
reflejo de las condiciones del cultivo. Lizarraga-Partida et al. (1998), encontraron
concentraciones bacterianas de hasta 10* UFC/cm? para BHV y 10! UFC/cm2 para BTV en
biopeliculas del fondo de tanques de cultivo de larvas de Haliotis rufescens con 3 semanas
de edad, valores cercanos a los encontrados en nuestro estudio. Sin embargo, estos autores
encontraron valores de VHB de hasta 10° UFC/cm® y un aumento importante en BTV de
hasta 10° UFC/cm® en biopeliculas a los tres meses de cultivo durante el mismo estudio.
Dicho incremento se atribuyé a la adiciéon de alimento artificial al cultivo y a la
disminucién por pastoreo de la diatomea (Navicula incerta), alimento natural del abulén,
por lo tanto, la estructura microbiana inicial de la biopelicula puede ser afectada por los
organismos en cultivo o por la adicién de alimento.

La estabilidad de la biopelicula puede ser debida a la colonizacién inicial con

bacterias no oportunistas (Skjermo y Vadstein, 1999), a la presencia de sustancias
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antimicrobianas producidas por microalgas (Austin y Day, 1990; Alabi et al., 1999;
Naviner et al., 1999) o por otras bacterias (James et al., 1996), por ¢l pastoreo de bacterias
por parte de protozoarios y flagelados (Thompson et al., 1999), incluyendo a las mismas
postlarvas en estadios de mayor desarrollo y con caricter benténico (Thompson et al.,

2002).

IV.2.- Porcentaje de bacterias cultivables en biopeliculas.

Las numeraciones de poblaciones de bacterias heterdtrofas ha sido una prictica
comun en granjas de acuicultura, sin embargo muy pocos estudios relacionan las BHV,
BTV y BT. Estos porcentajes podrian ser indicativos de la estabilidad y del estado de salud
del cultivo, con lo que se podrian establecer porcentajes indicadores al relacionar a estas
poblaciones. Se considera que la mayoria de las poblaciones bacterianas que crecen en agar
TCBS corresponden a especies del género Vibrio, el cual es considerado un patégeno
potencial para los cultivos larvarios (Lightner, 1993), aspecto por el cual se relacionan con

otros trabajos donde se ha procedido de la misma manera aunque en diferentes nichos.

IV.2.1.- BHV/BT.

Se pudo establecer que la relacion BHV/BT present6 valores superiores (1.9-7.1%)
a los reportados para agua de mar (0.001-0.1%) en zona oligotréficas y mesotréficas. Sin
embargo, se asemejan a los valores reportados para fangos activados de alcantarillado (1-
15%) (Amann et al., 1995), y en aguas de cultivo de A. purpuratus, (Jorquera et al., 2004),

donde se registraron valores comprendidos entre 0.18-7.53%. Lo anterior parece indicar el
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grado tréfico de un ambiente, en donde un mayor porcentaje seria indicativo de una mayor

concentraciéon de materia organica.

1V.2.2.-BTV/BT.
Los valores registrados en nuestro estudio (0.02 a 0.06) son mayores que los
registrados por Jorquera et al. (2004), en aguas de cultivo de 4. purpuratus, los cuales

estuvieron comprendidos entre 0.003-0.02%.

IV. 2.3.- BTV/BHV.

En este trabajo la relaciéon BTV/BHV tuvo un porcentaje que vari6é de 0.1 a 4.3%
para los estadios evaluados. Es importante hacer notar que en las tres producciones
larvarias se reportaron valores de sobrevivencia superiores al 50% (datos no presentados),
lo cual se considera dentro de los indices normales de mortalidad, por lo que estos valores
pueden ser indicativos de condiciones sanas del cultivo en lo que se refiere a bacterias del
tipo Vibrio y considerados normales para un cultivo exitoso. En biopeliculas de tanques de
H. rufecens (Lizarraga-Partida et al., 1998), se pudo establecer un valor promedio de
BTV/BHV para las tres primeras semanas de cultivo de 0.18%, que coincide con lo
encontrado en este estudio, sin embargo, a los tres meses de cultivo la relaciéon se
incrementé hasta 12.57%, tiempo en el cual se presenté la mayor mortalidad.

En el agua de cultivo durante el estudio, la relacion de BTV/BHV present6 valores
supriores a los encontrados en las biopeliculas en el estadio P116 (17% promedio) de las P2
y P3 (0.5-0.1%, respectivamente), aunque en el estadio de P11 (1.1%), la relacién fue

semejante a la encontrada en las biopeliculas para estas producciones (1.8-1.3% para P2 y
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P3, respectivamente). Sin embargo, los valores superiores en las biopeliculas fueron
obtenidos en la P1 (4.3-2.4% para P11 y P116, respectivamente), periodo en el cual no se
muestred agua de cultivo, por lo que no se puede establecer con precision si la biopelicula

aporto bacterias a la columna de agua o si este es un factor independiente.

IV.3.- BHV, BTV y BT en aguna de fuentes externas al cultivo.

Las evaluaciones en el agua de fuentes externas de bacterias al cultivo (Fig. 8),
demuestran que los nauplios de Artemia vivos constituyeron la principal entrada de
bacterias de los tres grupos, lo que concuerda con reportes anteriores (Gémez-Gil, 1993;
Lizarraga-Partida et al., 1997; Lopez-Torres y Lizarraga-Partida, 2001). Los nauplios de
camarén, asi como las nauplios de Artemia cocidos y congelados, también representaron
una fuente importante de bacterias, sobre todo de las potencialmente patégenas BTV
(Vandenberghe et al., 1998; Lopez-Torres et al., 2000). El agua de mar a la entrada de los
tanques y la del cultivo de la microalga C. muelleri, constituyeron la menor fuente de
bacterias, lo que coincide con lo encontrado por otros autores (Lépez-Torres et al., 2000;
Jorquera et al,, 2004). Las BTV encontradas en el agua de entrada para las producciones 2 y
3 son atribuidos a Ia falta de limpieza de los filtros de bolsa de 1pm y quizas a la tuberia de
conduccién (Lépez-Torres et al., 2001; Abraham y Palaniappan, 2004), ya que la carga de
BTV en el agua del pozo utilizada es inferior a 1 UFC/100ml (Lépez-Torres et al., 2000).
Estos ultimos autores plantean la utilidad de los conteos de bacterias heterdtrofas en cuanto
a la deteccién de fuentes de contaminaci6n bacteriolégica en diferentes etapas del cultivo,

lo que es ratificado por nuestros resultados.
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IV.4.- Porcentaje de bacterias cultivables en agua de fuentes externas al cultivo.

Por lo que se refiere a los porcentajes de ambos grupos de bacterias cultivables
relacionados con BT (Tabla VII), los valores quedaron dentro de los rangos encontrados en
las biopeliculas, a excepcién de los nauplios de camardn y Artemia Vivos cuyos valores
porcentuales de BHV/BT (14.7 y 17.7%, respectivamente) se equiparan con los
encontrados en fangos activados de alcantarillas (1-15%) (Amann et al., 1995). Los valores
elevados para ambos grupos de bacterias cultivables relacionados con BT podrian ser
indicativo de la generacién potencial de brotes infecciosos por estas fuentes. Sin embargo,
en el caso de nauplios de Artemia, una proporcién elevada de las BTV presentes durante su
eclosién esta constituida por la bacteria V. alginolyticus (Lopez-Torres y Lizérraga-Partida,
2001), del cual algunas cepas han sido consideradas probidticas capaces de contrarrestar el

efecto patégeno de otras cepas bacterianas (Austin et al., 1995; Vandenberghe et al., 1998).

IV.5.- FISH en biopeliculas de tanques de cultivo larvario.

Los valores promedio de hibridacién con la sonda EUB338 encontrados en este
estudio (27% a 70%), son comunes en otros ambientes acuaticos marinos (Ramsing et al.,
1996; Gléckner et al., 1999; Cottrel y Kirchman, 2000; Jorquera et al., 2004), asi como en
ambientes riparios (Kenzaka et al., 1998). Las diferencias en hibridizacién de la sonda
EUB338 estan relacionadas con las poblaciones BHV y BT, con valores elevados hacia los
estadios de desarrollo mas avanzados.

Los resultados promedio obtenidos con la sonda GAM42a (y-Proteobacterias) (1% a

11%), son inferiores a los encontrados por Jorquera et al. (2004) para agua de cultivo de 4.
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purpuratus (4% a 28%), pero similares a los establecidos por Gléckner et al. (1999) para el
agua del Mar del Norte (4% a 9%).

Una mayor diversidad de grupos bacterianos fue observada en el primer estadio
‘evaluado (ZI), lo cual concuerda con la hipétesis establecida por Jackson (2003) para
biopeliculas jovenes. En este estadio todas las sondas, excepto SRB385, presentaron sefial
de hibridacién.

El porcentaje de bacterias detectadas con GAM42a con respecto a las detectadas
con la sonda general, EUB338, presenta un decremento con el tiempo del cultivo, ya que se
registraron valores de 23%, 30%, 13% y 3% para los estadios ZI, MI, P11 y Pll6,
respectivamente. Lo anterior significa que existe un incremento en las poblaciones
metabdlicamente activas en la biopelicula con la edad del cultivo pero sin una elevacién del

grupo de GAM42a, lo que provoca un descenso de éstas en el total de bacterias.

1V.6.- FISH en agua de cultivo.

En agua de cultivo y biopeliculas las hibridaciones de las sondas EUB338 y de las
y-Proteobacterias fueron semejantes en los estadios comparados, lo que indica que las
proporciones de estos grupos bacterianos no son afectados por el tipo de ambiente. Lépez-
Torres y Pérez-Alvidrez (1999) y Puga-Lopez et al., (2002), no encontraron diferencias en
conteos de bacterias cultivables en agua de cultivo durante procesos de recambio en
tanques de cultivo larvario de camardn, por lo que esto tampoco parece afectar a las

poblaciones bacterianas presentes en las biopeliculas.
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IV.7.- FISH en agua de fuentes externas de bacterias al cultivo.

Los mayores porcentajes de hibridacién de sondas dirigidas a grupos especificos se
registraron con la GAM42a (y-Proteobacterias), en Artemia y nauplios de camarén. Lo
anterior concuerda con los resultados de BTV (Fig. 8), por lo que se puede establecer que €l
principal grupo bacteriano en estas muestras estd representado por bacterias del género
Vibrio (parte de las fy-Proteobacterias), el cual es frecuentemente identificado en
laboratorios de producci6n larvaria (Vandenberghe et al., 1998; Lopez-Torres et al., 2000).

El agua de entrada presentd el valor de deteccién menor con la sonda EUB338, a
pesar de que las BT alcanzaron un valor de aproximadamente 10 bacterias/ml (Fig. 8A), lo
que podria suponer un bajo contenido de ribosomas en las células por escasez de nutrientes.

Las muestras de microalgas solamente presentaron hibridacién con el grupo
bacteriano detectado por la sonda NHGC en una produccién. La sefial de la sonda GAM42a
no fue detectada en ninguna produccién a pesar de que BTV fueron cuantificadas en estas
muestras durante dos producciones. Lo anterior se pudo deber al bajo contenido de rRNA
en las células bacterianas que no fue detectado por sonda (Amann et al., 1995). Sin
embargo, en medios de cultivo las y-Proteobacterias presentan una respuesta de crecimiento
rapida (Pinhassi y Berman, 2003) y principalmente el género Vibrio (Eilers et al., 2000).

La sefial de hibridacién obtenida con la sonda EUB338 asi como la ausencia de
sefial con otras sondas utilizadas en algunas muestras permite concluir que hubo
dominancia de grupos bacterianos diferentes a los buscados, entre ellos posiblemente
cianobacterias, ya que se observaron al microscopio bacterias filamentosas con
caracteristicas de éstas, principalmente en estadios postlarvarios y en los cultivos de

microalga.



53

El uso de medios de cultivo generales (Agar de ZoBell) y selectivos (TCBS) es una
practica comun en granjas acuicola que actualmente es punto de critica ya que solo se
evalian grupos de bacterias cultivables, sin embargo, los resultados obtenidos entre los
cocientes de la relacién de BTV/BHV (Tabla VIII) y los resultados de hibridacién, se puede
observar una relacién importante entre ambas metodologias. Elevados valores porcentuales
de BTV/BHYV corresponden con valores elevados de porcentaje de hibridacion de la sonda
GAMA42a, relacionada con bacterias del género Vibrio y otros géneros afines. Lo anterior se
manifiesta claramente en un cociente de 19.4% en agua de Artemia viva, el valor mas
elevado encontrado en las fuentes externas al cultivo, el cual se relaciona con un porcentaje
superior al 40% de hibridacién con la sonda GAM42a; lo mismo se puede observar con los
datos de las otras fuentes externas al cultivo. Lo anterior nos sefiala que el uso de las
metodologias tradicionales con medios de cultivo se puede considerar como una
herramienta util para la evaluacion y clasificacién de poblaciones bacterianas especificas
cuando no se cuente con la infraestructura para realizar estudios moleculares,

Aunque en el presente estudio el agua de entrada al cultivo no representé un riesgo
de bacterias problematicas para el cultivo, se ha visto que algunas bacterias patégenas son
capaces de formar biopeliculas en las tuberias de conduccién de agua y en presencia de
procesos deficientes de desinfeccién pueden constituir una fuente permanente de patégenos
para el cultivo (Abraham y Palaniappan, 2004), que pueden integrarse a la biopelicula y
desde alli infectar a los organismos (Karunasagar et al., 1996). A pesar de lo anterior, la
remocion de las biopeliculas de los tanques de cultivo podria no ser adecuada ya que

algunos de los microorganismos que la constituyen pueden ejercer actividades importantes
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favoreciendo la eliminacién de componentes quimicos dafiinos a los organismos o servirles
de alimento (Thompson et al., 2002; Tal et al., 2003).

La sobrevivencia en los tanques estudiados fue superior al 50%, por lo que estos
resultados indican que una biopelicula estable, con bajo contenido de BTV (inferior a 10
UFC/cm?) y de y-Proteobacterias (inferior al 10% de hibridacion), asi como a porcentajes
de BTV/BT<1.0%, de BTV/BHV< 0.04% y de GAM42a/EUB338<3%, a finales del
cultivo, podrian dar como resultado una elevada sobrevivencia de los organismos
cultivados. Por tal razdn se establece la hipotesis de que las biopeliculas formadas en
tanques de producciones larvarias exitosas (biopeliculas maduras) podrian proveer
estabilidad para las siguientes producciones. Sin embargo, si la produccion presenta
problemas por infecciones bacterianas es recomendable desinfectar los tanques antes de
volver a utilizarlos.

Los resultados obtenidos en el estudio indican que una biopelicula madura con bajo
contenido de patégenos evaluados como BTV, GAM42a y bajos porcentajes de BTV con
relacién a BHV y BT deber4 ser considerada como un factor de estabilidad para los tanques
en cultivo mas que una fuente de bacterias patogenas. De esta manera, los laboratorios
comerciales de produccién larvaria de organismos acuaticos deberian establecer un manejo
adecuado y cuidadoso de las biopeliculas generadas en tanques de produccion exitosa en
vez de eliminarlas al finalizar el cultivo, lo que podria ser una alternativa viable al uso de
probidticos comerciales que a la fecha no han demostrado su eficiencia en el total de los
estudios realizados (Moriarty, 1999; Gémez-Gil et al., 2000). Sin embargo, son necesarios
estudios posteriores sobre el manejo de las biopeliculas en dichos laboratorios para -

determinar el potencial de éstas en cuanto a su capacidad de mejorar los cultivos y ademas,
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para establecer el tiempo méximo de permanencia de la biopelicula antes de que se

convierta en un problema para el cultivo.
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V.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el trabajo se puede concluir que:
@ La formacion de biopeliculas ocurre durante las primeras horas de la preparacion

de los tanques para el cultivo, lo que se manifiesta por la presencia de BHV y
concentraciones bajas de BTV, caracteristicas en ¢l agua de entrada al cultivo y el agua de

la microalga.

@ La densidad de siembra inicial de nauplios de camarén no tuvo un efecto
importante sobre la conformacion cualitativa y cuantitativa de las biopeliculas.

® Las BTV y las y-Proteobacterias no se incrementaron notablemente durante el

transcurso del cultivo a pesar de su entrada continua a través de los nauplios de Artemia,
por lo que se podria considerar que la biopelicula no aporta bacterias potencialmente

patégenas al agua de cultivo.
® Bacterias con alto y bajo GC, o-Proteobacterias, B-Proteobacterias y &-

Proteobacterias no constituyeron poblaciones importantes en las biopeliculas de taques de

cultivo larvario de L. vannamei.

® FEl método molecular mostrd coincidencias con las bacterias cultivables
evaluadas por metodologias tradicionales.

® Los porcentajes de BTV/BHV pueden ser un buen indicador para detectar

potenciales brotes infecciosos por bacterias vibrios en los cultivos larvarios.
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V.1.- Recomendaciones
© Durante una produccién exitosa no se deben eliminar en su totalidad las

biopeliculas establecidas en las paredes de los tanques, ya que pueden representar un factor
de estabilidad para cultivos posteriores, por lo que se debe establecer un protocolo de
manejo de éstas generado por estudios més - especificos sobre el tiempo adecuado de

permanencia de las biopeliculas en los tanques de cultivo.

O Determinar el efecto de la colonizacién inicial de bacterias en las biopeliculas y
la estabilidad de los cultivos para establecer la posibilidad de promover biopeliculas con

microorganismos seleccionados (probidticos) en los tanques antes de su siembra.

O A pesar del éxito del cultivo, no se debe descartar la posibilidad de la presencia

de bacterias potencialmente patdgenas en biopeliculas que podrian afectar cultivos
posteriores cuando éstas no se eliminan, por lo que debe evaluar presencia y permanencia
de ellas en biopeliculas iniciales de cultivos subsecuentes.

O Al trabajar en el analisis de biopeliculas por microscopia, €l uso de ultrasonido

podria mejorar el despegue y por lo tanto la observacién de las bacterias al momento de

realizar las observaciones, eliminando la interferencia de los exopolisacaridos.
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