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RESUMEN de la tesis de Ceres Anabel Molina Cardenas, presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
Acuicultura. Ensenada, Baja California. Septiembre de 2011.

Efecto inhibitorio de diferentes especies de microalgas sobre Vibrio spp.

Resumen aprobado por:

M. del Pilar SAnchez Saavedra
Director de Tesis

Se evalud la capacidad inhibitoria de siete especies de microalgas contra las
bacterias patdgenas Vibrio alginolyticus, V. campbellii y V. harveyi. Las especies
de microalgas utilizadas fueron Isochrysis galbana CCMP, Navicula incerta,
Nitzschia laevis, Navicula byskanterae, la Cepa 2B, Nitzschia frustulum var.
perminuta y la Cepa 5B. De cada especie de microalga se realizaron cultivos
monoespecificos por triplicado en medio “f a una densidad inicial de 1 x10°
células/ml, los cuales fueron inoculados con una concentracion =1x10° de
bacterias que crecen en medio TCBS (BTCBS)/ml de cada especie por separado.
Se realizaron conteos diarios de los cultivos de microalgas y se calcul6 su tasa de
crecimiento. Para evaluar la capacidad inhibitoria de los cultivos de microalgas se
realizaron conteos de bacterias heterotréficas en medio ZoBell y bacterias que
crecen en medio TCBS (BTCBS) a los tiempos TO+1 (inmediatamente después de
inocular con cada especie de bacteria), 24, 48, 96, 168 hr y una vez que los
cultivos de microalgas alcanzaran la fase estacionaria. Se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento de las especies de microalgas cuando son
cultivadas en conjunto con Vibrio spp. (p<0.05). En todos los experimentos se
detectaron diferencias altamente significativas en la concentracién de bacterias
tipo Vibrio respecto al tiempo, obteniendo las concentraciones mas bajas o
indetectables (<0.01 BTCBS/ml), cuando los cultivos de microalgas se encontraron
en fase estacionaria. Los tiempos de inhibicién requeridos por cada especie de
bacteria fueron estadisticamente diferentes (p<0.05), siendo V. harveyi la especie
mas resistente y V. alginolyticus la mas susceptible a la inhibicién. Los cultivos de
microalgas soportaron altas densidades de bacterias heterotrdficas, en el orden de
10° y 10 por ml, indicando un efecto inhibitorio selectivo sobre Vibrio spp.

Se concluye que las especies de microalgas seleccionadas poseen alta actividad
antibacteriana sobre las especies de bacterias estudiadas, siendo |. galbana
CCMP, N. incerta, N. byskanterae y la cepa 2B las especies mas eficientes para
inhibir el crecimiento de bacterias tipo Vibrio. Ademas, la adicién de bacterias tipo



Vibrio a los cultivos de microalgas modifica su crecimiento, obteniendo respuestas
diferentes en funcion de la especie de bacteria utilizada.

Se recomienda realizar la identificacion y caracterizacion del compuesto con
actividad antibacteriana para cada especie estudiada, asi como otras
investigaciones que permitan elucidar su mecanismo de accién y toxicidad.

Palabras Clave: Microalga, inhibicién, Vibrio, bacteria, crecimiento, compuesto.



ABSTRACT of the thesis presented by Ceres Anabel Molina Cardenas as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Aquaculture.
Ensenada, Baja California, México September 2011.

Inhibitory effect of different microalga species on Vibrio spp.

The inhibitory effect of seven microalgae species against pathogen bacterias Vibrio
alginolyticus, V. campbellii and V. harveyi was evaluated. The microalgae species
selected were Isochrysis galbana CCMP, Navicula incerta, Nitzschia laevis,
Navicula byskanterae, the strain 2B, Nitzschia frustulum var. perminuta and the
strain 5B. Each microalgae species was maintained in monospecific cultures (by
triplicate) in “f media at an initial density of 1 x10° cells/ml and then were
inoculated with Vibrio like bacterium (VLB) with an initial a density of =1x10%/ml. In
the microalgae cultures daily counts growth rate were calculated. To evaluate the
inhibitory capacity of microalgae bacteria in ZoBell media and Vibrio like bacterium
in TCBS media at times TO+1 (immediately after the inoculation with every specie
of bacteria) were counted at 24, 48, 96, 168 hr and in the microalgae cultures
stationary phase. Significant differences in the growth rate of the microalgae co-
cultured with Vibrio spp. (p<0.05) were detected. In all experiments, highly
significant differences in the concentration of Vibrio like bacterium over time were
found, and lower or undetectable (<0.01 VLB/ml) concentration were detected
when microalgae culture were at the stationary growth phase. The inhibition times
required by each one of bacteria species were statistically different (p<0.05), V.
harveyi was the most resistant specie and V. alginolyticus the most susceptible to
inhibition. The microalgae cultures supported high densities of heterotrophic
bacteria, in order of 10° y 10’ per ml and showed a selective inhibitory effect on
Vibrio spp.

We conclude that the selected microalgae species have a high antibacterial activity
against Vibrio spp., and the addition of Vibrio like bacterium to the microalgae
cultures can modify its growth, obtaining different responses as a function of the
selected bacteria species.

We recommend the identification and characterization of the compound with
antibacterial activity, as further research must be realized to elucidate their action
mechanism and toxicity.

Keywords: Microalgae, inhibition, Vibrio, bacteria, growth.
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Capitulo |

Introduccidén

A partir de los afios 90 la camaronicultura en México ha presentado un crecimiento
acelerado y la tendencia de produccion se ha perfilado hacia el uso de sistemas
de cultivo intensivos. En estos sistemas, las condiciones de temperatura, oxigeno
disuelto, pH y la cantidad de materia organica proveniente del alimento no
consumido y heces, estan sujetas a fluctuaciones que deterioran la calidad del
agua y conducen a desequilibrios en las comunidades bacterianas, mismas que

pueden llegar a ser patdégenas para el camarén (Gomez-Gil et al., 2000).

Entre las principales enfermedades que afectan al camaron en condiciones de
cultivos se encuentran aquellas ocasionadas por bacterias Vibrio. Estas bacterias
pertenecen a la clase de las Gammaproteobacterias, las cuales son organismos
cosmopolitas, con forma de bacilo, Gram-negativas, usualmente maotiles, de 1.4 a
2.6 micras de longitud, anaerobios facultativos, oxidasa positivos, capaces de
crecer en medio marino y en el medio selectivo Tiosulfato-Citrato-Sales de Bilis—
Sucrosa (TCBS) y generalmente requieren sal (NaCl) para su crecimiento
(Bradford et al., 1994; Soto-Rodriguez, 2002; Thompson et al., 2004). Es comun
encontrarlas en ambientes marinos y forman parte de la flora bacteriana natural de
camarones silvestres y cultivados, pero pueden convertirse en patdégenos
oportunistas si las condiciones ambientales disparan la multiplicacion de las
bacterias que son toleradas en bajos niveles y cuando los sistemas de defensa
natural del huésped se encuentran suprimidos (Venkateswara, 2009). No
obstante, su espectro de accién no so6lo se limita a los cultivos de camaron,

también son patégenas para otros organismos acuaticos, como peces, moluscos e



inclusive corales y humanos (Alvarez et al., 1998; Lizarraga-Partida et al., 1998;
Soto-Rodriguez et al., 2003 y Gémez-Gil et al., 2004).

El nimero de especies de Vibrio registradas se ha incrementado en la ultima
década, llegando a contarse 63 miembros (Noriega-Orozco et al., 2007). Entre las
especies patdégenas para organismos marinos con importancia en la acuicultura se
encuentran Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. algonilyticus
entre otras, mismas que pueden crecer rapidamente y tienen la capacidad de
adaptarse a bajas concentraciones de oxigeno (Maeda, 1997). En este sentido, se
ha publicado que la vibriosis es causa de pérdidas econémicas importantes en la
produccion de Litopenaeus vannamei y Litopenaeus stylirostris en paises como
Filipinas, Indonesia, India, Tailandia, Ecuador, Venezuela, Australia y México
(Alvarez et al., 1998; Robertson et al., 1998; Soto-Rodriguez, 2002 y Jayasree et
al., 2006).

La severidad de la vibriosis depende de las cepas de Vibrio involucradas, las
condiciones ambientales y el estadio de desarrollo del organismo. En peces se
distingue por distension abdominal, melanosis y nado erratico, en camarones se
disminuye el tiempo de coagulacidon, hay anorexia, nado erratico y abundantes
vibrios en tejidos y hemolinfa, provocando mortalidades que en ocasiones
alcanzan hasta el 100% (Trujillo et al., 2005; Venkateswara, 2009).

Ademas de las fluctuaciones en la calidad del agua, otra aporte de contaminacion
por bacterias Vibrio en los cultivos es a través del suministro del alimento vivo,
particularmente por el uso de nauplios de Artemia durante los primeros estadios
larvales de crustaceos y peces (Villamil et al., 2003). La Artemia es un crustaceo
de facil cultivo, con un ciclo de vida corto, alto valor nutrimental, distribucion
cosmopolita, gran adaptabilidad a salinidades altas y a diversas condiciones de
cultivo (Jiménez et al., 2006), sin embargo se han llegado a contar hasta 6 x 10’

BTCBS/ml (Bacterias que crecen en medio Tiosulfato Citrato Bilis Sucrosa) en los



sitios de produccion, recoleccion y comercializacion de este crustaceo (Negrete-
Redondo et al., 2008).

Para disminuir la carga bacteriana en este crustdceo se han implementado
métodos que incluyen el uso de bacterias probidticas como Lactobacilos brevis en
una densidad de 1 x 10° bacterias/ml, 0.1 g/l de &cido lactico y proporcionarles
como alimento especies de microalgas que han demostrado producir sustancias
antimicrobianas, tal es el caso de Tetraselmis sp. e Isochrysis galbana (Salvesen
et al., 2000).

Los métodos que se emplean para controlar a estas bacterias en los sistemas de
produccion acuicola incluyen el uso de antibidticos y alimentos medicados, los
cuales se utilizan erroneamente como medida profilactica y en la mayoria de los
casos se aplican de manera excesiva, obteniendo frecuentemente resultados poco
efectivos y promoviendo el surgimiento de cepas resistentes a los antibiéticos, lo
cual se ha convertido en un problema global (Moriarty, 1999; Nakai y Park, 2002;
Vinod et al., 2006, Defoirdt et al., 2007; Karunasagar et al., 2007). Ademas del
desarrollo de cepas bacterianas con resistencia a los antibidticos, se han
reportado brotes de otras especies oportunistas que también pueden ser
patdgenas, las cuales una vez que han pasado el efecto del quimico utilizado
como antibiético, encuentran las condiciones idéneas para su proliferacion (Maeda
et al., 1997). Se ha descrito que es posible que el uso de antibioticos en grandes
cantidades puede derivar en un incremento de la virulencia de los
microorganismos y ademas promover la transferencia de resistencia a antibiéticos
en patdgenos humanos (Moriarty, 1999; Center for Disease Control Rebuttal,
1999).

Hasta el momento, no se han desarrollado nuevas alternativas de antibioticos que
ademas de controlar el problema de proliferacion de patégenos de forma eficiente

éstas sean compatibles con el medio ambiente. Algunas estrategias que se han



probado en afios recientes para combatir infecciones en la acuacultura son la
inhibicién de la deteccion del quérum (también conocido como “quérum sensing”)
de las bacterias, la terapia con bacteriéfagos, y medidas antagonistas como el uso
de probidticos y aguas verdes. La deteccion del quérum es un mecanismo en el
cual las bacterias coordinan la expresién de ciertos genes en respuesta a su
densidad de poblacibn mediante la produccién, liberacion y deteccion de
pequefias moléculas sefial (Defoirdt et al., 2004; Defoirdt et al., 2006). En las
bacterias Gram-negativas, como las bacterias del género Vibrio, estas moléculas
sefal son las homoserinas lactonas aciladas (AHLS) (Suga y Smith, 2003; Defoirdt
et al., 2004; Bruhn et al., 2005). Mediante la inhibicion de estas moléculas sefal se
regula la expresion de luminiscencia o factores de virulencia requeridos para
desarrollar la patogenicidad (Suga y Smith, 2003). Esta técnica no ejerce una
presion selectiva por lo que representa una opcion con bajo riesgo de desarrollo
de resistencia, sin embargo aun no se desarrolla la tecnologia para aplicaciones
practicas (Defoirdt et al., 2007). A principios de los afios 20 se descubrieron a los
bacteriofagos como infecciones virales de bacterias y su valor como
antibacterianos y medida profilactica en la acuicultura ha sido reconocida hasta
hace pocos afos (Defoirdt et al., 2007). Esta terapia ofrece algunas ventajas como
poca o nula afectacién a la flora intestinal de los organismos de cultivo debido a
gue el rango de hospederos de los bacteri6fagos es muy estrecho y una alta
especificidad en combatir a los organismos patdgenos (Nakai y Park, 2002;
Defoirdt et al., 2007).

A pesar de que las estrategias antes descritas representan una opcién con mucho
potencial para el control de enfermedades causadas por bacterias, ninguna ofrece
una opcion que mitigue los dafos por si sola. En este sentido, es necesario que
los métodos nuevos se enfoquen en utilizar la capacidad antagonica de ciertos
organismos para reprimir a otros organismos patdégenos, basados en la produccion

de metabolitos secundarios como agentes antimicrobianos o el desplazamiento



de las especies patdgenas a través de la competencia por el nicho o alimento,

englobando un concepto conocido como control biolégico o biocontrol.

El descubrimiento de nuevas moléculas terapéuticas se vuelve mas importante
conforme avanza la resistencia de las bacterias a los antibiéticos usuales y desde
la segunda mitad del siglo XX, las diatomeas han sido utilizadas como aporte de

compuestos con actividad bioldgica en paises asiaticos (Naviner et al., 1999).

Investigaciones realizadas por Bruce y Duff (1967) Nagayama et al. (2002)
Shimizu (2003) Avedafio-Herrera et al. (2005) y recientemente Paul et al. (2007),
afirman que tanto macro como microalgas, son productoras de metabolitos
secundarios que exhiben un arreglo diverso de actividad bactericida, tales como
acidos grasos, polisacaridos, glicolipidos, terpenoides y péptidos. Esta
caracteristica, aunada a la amplia diversidad de especies, convierten a las
diatomeas en una alternativa potencial de nuevos antibioticos naturales y por lo

tanto, de agentes de biocontrol (Defoirdt et al., 2007).

La actividad antagonica de las diatomeas sobre comunidades bacterianas también
ha sido descrita. La presencia de estas microalgas afecta la composicion de las
comunidades bacterianas principalmente por medio de la produccién de
substancias antibacterianas que son liberadas de manera extracelular, accion
conocida como alelopatia. La alelopatia es un mecanismo mediante el cual el
crecimiento de microorganismos se puede ver afectado de manera positiva o
negativa debido a la produccion de sustancias exocrinas por parte de un
microorganismo en particular. A su vez el efecto de estas sustancias puede variar
dependiendo de la condicion fisiologica de las células o a la fase de crecimiento en
gue se encuentre el cultivo (Maestrini y Bonin, 1981). Entre las especies que han
resultado exitosas para el control de bacterias en cultivos se encuentran

Chaetoceros sp., Skeletonema costatum y Tetraselmis sp., las cuales han sido



extensamente descritas como microalgas con capacidad inhibitoria de bacterias
(Riguelme y Avedaio-Herrera, 2003; Tendencia y de la Pefia, 2003).

Taxondémicamente, esta actividad antimicrobiana se ha evaluado de manera
predominante en especies pertenecientes a las Crysofitas, entre las cuales
destacan los géneros de Chaetoceros, Nitzschia y Thalassiosira (Pesando, 1990).
Sin embrago, debido a que el efecto antibiético de una especie en particular no es
el mismo en todas las especies de bacterias patdgenas, y aunado al reciente
interés y poco conocimiento en esta area, es necesario hacer investigaciones que
ayuden a identificar mas especies y compuestos que podrian brindar una solucion
a las bacteriosis causadas por Vibrio spp. en organismos de interés en la

acuicultura.

El descubrimiento de especies con potencial produccion de compuestos que
ayuden en el biocontrol de enfermedades, contribuird a desarrollar una acuicultura
menos dafiina para el ambiente al disminuir el uso de quimicos, reduccion de los
costos econdémicos de la produccion y aumento en la rentabilidad de la industria
acuicola. Bajo este esquema |. galbana y las diatomeas aisladas de los estados de
Baja California y Nayarit serian productoras potenciales de compuestos con
actividad antimicrobiana, capaces de inhibir el crecimiento de cepas patdgenas de
Vibrio.



Capitulo I

Antecedentes

Una gran variedad de compuestos con estructuras quimica Unica han sido
descubiertos principalmente en invertebrados marinos y entre los principales
productores de metabolitos secundarios se encuentran las microalgas, los hongos
y bacterias (Shimizu, 1993).

Hasta donde se conoce, los primeros estudios acerca de compuestos con
actividad antimicrobiana en microalgas fueron descritos por Shirahama (1942),
quien investigd que Cystophyllum hakodatense tenia efecto sobre Lactobacilus
bulgaris y Lactobacilus helveticus. Estudios posteriores como el realizado por
Pratt (1951), encontraron que algunos extractos de algas marinas solubles en éter
inhibian el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeuruginosa. De manera similar Bruce y Duff (1967), encontraron
actividad antibacteriana en dos extractos solubles en acetona de |. galbana. La
identificacibn de estos compuestos revelé que probablemente se trataba de

feofitina a y una clorofilida a atipica.

Kellam y Walker (1989), evaluaron la actividad antimicrobiana de 132 especies de
microalgas marinas cultivadas en laboratorio contra 6 especies de bacterias y
mencionan que los extractos con solventes organicos fueron los que presentaron
mejor actividad. Las especies que presentaron mayor susceptibilidad a los

extractos fueron Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis.

Hay estudios que sefialan que la actividad biolégica de diferentes especies de
microalgas sobre bacterias patdgenas se ve afectada por la temperatura de la

zona de donde provienen las especies de microalgas. En este sentido, De Lara-



Isassi (1991), estudio las propiedades antibiéticas de 28 especies de microalgas
marinas bentonicas recolectadas en distintas zonas. De acuerdo a la ocurrencia
de especies de microalgas y a sus caracteristicas antimicrobianas definio tres
zonas: templada a la zona de California, subtropical la region de Sonora y como
tropical a Sinaloa. El 62% de las especies analizadas presentaron alguna actividad
antimicrobiana contra  Escherichia coli 'y  Micrococcus lysodeikticus,

correspondiendo con mayor porcentaje a las microalgas de zonas templadas.

La actividad antibacteriana de la diatomea Skeletonema costatum contra
patdbgenos de organismos en cultivo fue examinada por Naviner (1999). Sus
resultados afirman que el crecimiento de Listonella (=Vibrio) anguillarum y algunas
especies del género Vibrio fueron inhibidas en el agua de cultivo, lo cual revela el
potencial de la diatomea en el control de enfermedades, en particular de la
vibriosis y recomienda que se realicen estudios posteriores en vivo para

determinar si la accion antibacteriana es debido a un producto extracelular.

Nagayama et al. (2002), utilizaron compuestos como las florotaninas, derivados de
la macroalga café Ecklonia kurome en ensayos contra V. parahaemolyticus.
Encontraron una alta actividad antimicrobiana contra esta especie de bacteria, al
matarla en su totalidad a en un periodo de 0.5 a 2 horas. Tal efecto se logro tras
aplicar el doble de la concentracion minima bactericida (CMB) de florotaninas
purificadas o crudas como eckol, florofucofuroeckol A y diecol. Otras sustancias
como las lectinas extraidas de Eucheuma serra y Galaxaura marginata también
han sido utilizadas con éxito en el control de Vibrio vulnificus y Vibrio pelagius por
Liao et al. (2003). En este mismo estudio se encontr6 que los metabolitos
producidos por Pterocladia capillacea y E. serra encontrados en los extractos
salinos y acuosos inhiben la tasa de crecimiento de V. vulnificus y V. pelagius, sin
tener efecto sobre V. neresis. Agregan que la actividad antibacteriana de P.
capillaces se incrementa cuando es cultivada bajo condiciones de alta irradiancia,

estrés severo producido por nutrientes y temperatura de 20 °C.



Especies como Chlorella y Tetraselmis suecica también han demostrado actividad

antibacteriana sobre especies de Vibrio. Lo anterior es respaldado por Tendencia
y de la Pefia (2003) quienes afirman que Chlorella posee actividad antibacteriana
sobre Vibrio harveyi, mientras que Tetraselmis suecica y Tetraselmis sp.
Presentan actividad antimicrobiana contra Listonella anguillarum, Vibrio
alginolyticus, Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus, Vibrio sp. (Viso et al., 1987;
Kellam y Walter, 1989; Austin y Day, 1990; Olsen et al., 2000).

En los Ultimos afos, se ha investigado la capacidad antagénica de las microalgas
a través del uso de los cultivos en aguas “verdes”. Esta técnica consiste en la
adicion de microalgas en los sistemas de agua cerrados en los estadios mas
criticos, esto es, cuando las larvas son fragiles, sensibles a cambios en el
ambiente y pueden estresarse facilmente (Marques et al., 2006). En el sistema de
aguas verdes se ha experimentado con especies como |. galbana, Dunaliella
tertiolecta, Tetraselmis suecica, Chaetoceros calcitrans, Nitzschia sp.,
Skeletonema costatum y Chlorella sp. Los beneficios de utilizar esta técnica
repercuten en la calidad del agua, al encontrar concentraciones muy bajas o
indetectables de bacterias tipo Vibrio (Lio-Po et al., 2005; Marques et al., 2006),
mejoran la supervivencia de las larvas debido a la estimulacion de sus
capacidades digestivas 0 a la influencia en la poblacion bacteriana del agua de
cultivo, contribuyendo al establecimiento de una flora intestinal temprana en las
larvas (Marques et al., 2006; Tinh et al., 2008). Asi mismo se ha visto que el agua
proveniente de cultivos de Peneus monodon y Oreochromis mossambicus es una
fuente potencial de diferentes agentes anti Vibrio. En estos estudios se afirma que
las bacterias aisladas del mucus y del intestino de la tilapia son agentes capaces
de prevenir brotes de vibriosis en cultivo de juveniles de P. monodon (Lio-Po et al.,
2005). Se menciona que el agua verde proveniente de los tanques de
reproductores de O. mossambicus, tiene la capacidad de inhibir a los Vibrios

luminiscentes durante mas de una semana y que el agua residual de los
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estanques de mantenimiento de los reproductores son un mejor aporte de agua

verde que los juveniles de esta especie (Huervana et al., 2006).

Un estudio mas reciente realizado por Desbois et al., (2009) demostr6é que el
producto de la lisis de diatomeas marinas como Phaeodactylum tricornorum
despliegan actividad antibacteriana sobre una cepa multiresistente a antibioticos
de Staphylococcus aureus. Los resultados de los andlisis de espectrometria de
masas y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrogeno de estos
lisados revelaron que la actividad antibacteriana provenia de un acido graso poli-
insaturado, el acido eicosapentanoico (EPA). Resultados similares también han
sido descritos por Sanchez-Saavedra et al. (2010), quienes evaluaron la actividad
biologica de extractos organicos de especies de microalgas como Synechococcus
elongatus, Synechocystis sp., Amphiprora paludosa, Porphyridium cruentum,
Chaetoceros muelleri. Los resultados indican que estas especies de microalgas
pueden ser utilizadas para inhibir el crecimiento de bacterias como Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Staphyloccocus aureus y Microccocus luteus. Por lo que los efectos de los
compuestos producidos por los cultivos indican un efecto especie-especifico.
Ademas, sugieren que se realicen estudios posteriores para identificar los

compuestos que presentaron actividad antibacteriana.

La actividad bioloégica de las microalgas también ejerce presidn sobre otras
especies de bacterias patdgenas para organismos de importancia acuicola, como
la causante de la hepatopancreatitis necrotizante (NHPB). Estudios como el
realizado por Avila-Villa et al. (2011) revelan que Chaetoceros muelleri y Dunaliella
Sp. no son vectores de propagacion esta bacteria, al no encontrarla a través de
deteccion por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) en cultivos que previamente fueron inoculados a propdsito con la

bacteria. Los autores atribuyeron estos resultados a la capacidad de producir
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sustancias antibioticas y por lo tanto es probable que la NHPB fuera afectada por

dichas sustancias.

Dada la amplia variedad de especies y compuestos con actividad biolégica de los
gue pueden ser fuente, las microalgas ofrecen una alternativa prometedora al uso

de antibidticos.
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Capitulo I

Objetivos

[1l.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad inhibitoria de diferentes especies de microalgas contra
bacterias  pertenecientes al género Vibrio patégenas para organismos de

importancia acuicola.

[1l.2 Objetivos especificos

e Seleccionar una cepa de Isochrysis galbana y especies de diatomeas
bentdnicas en base a su mayor tasa de crecimiento, para realizar ensayos
de inhibicibn de bacterias patdgenas cultivadas en conjunto con las

especies de microalgas seleccionadas.

e Evaluar el efecto inhibitorio de las especies seleccionadas de microalgas

contra Vibrio alginolyticus, V. harveyi, y V. campbellii.
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Capitulo IV

Metodologia

IV.1 Caracteristicas las cepas de diatomeas e Isochrysis galbana

Los cultivos de diatomeas se obtuvieron a partir de cepas aisladas de las costas
de Baja California (BC) (10) y de Nayarit (5), México. Las cepas de Baja California
corresponden a: Nitzschia thermalis var. minor, tres diferentes cepas de Nitzschia
laevis (cepa A, B y C), Nitzschia cf. fonticola var. pelagica, Amphiprora paludosa
var. hyalina, Nitzschia frustulum var. perminuta aisladas del Ejido Eréndira, B.C.
por Correa-Reyes (2001). Las cepas de Nitzschia sp. y Nitzschia laevis (cepa 4)
fueron aisladas como epifitas de Macrocystis pyrifera de la Bahia de Todos Santos
(BTS), B.C. por Sdnchez-Saavedra (comp. pers.) y Navicula incerta fue aislada de
la BTS por personal del Instituto de Investigaciones Oceanologicas (l1O), de la

Universidad Autonoma de Baja California.

Las cepas de Nayarit corresponden a: Amphora tenerrima Hustedt, Navicula
byskanterae, cepa 2B, cepa RB, y la cepa 5B aisladas por Aguilar-May (2002).
Todas las cepas antes mencionadas fueron obtenidas de la coleccion particular
de la Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra, investigadora del Laboratorio de
Microalgas del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica

y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE).

La cepas de Isochrysis aff. galbana Parke con clave CCMP1323 (CCMP) se
obtuvo del “Provasoli-Guillar National Center for the Culture of Marine

Phytoplancton” del “Bigelow Laboratory for Ocean Sciences”, ubicado en West



14

Boothbay Harbor, Maine, E.U.A. La cepa de |. galbana (CICESE) fue obtenida de
aislamiento de muestras de agua de BTS y se mantiene en la coleccién personal
de la Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra y la cepa de |. galbana clave LB 2307
fue obtenida de la Coleccion de Cultivo de Algas de la Universidad de Texas,
Austin E.U.A. (UTEX).

IV.2 Cultivo de Isochrysis galbana y seleccion de especies de diatomeas

IV.2.1 Mantenimiento de cultivos

La cepas de |. galbana y de las 15 especies de diatomeas bentdnicas se
mantuvieron de forma no axénica y monoespecifica en “batch” o cultivos estaticos
sin recambio de medio. Para la preparacion de los medios de cultivo se utilizd
agua de mar proveniente del sistema semicerrado que abastece al laboratorio
humedo central del Departamento de Acuicultura del CICESE. El agua de mar
tuvo un proceso de sedimentacion y paso por una serie de filtros rapidos de arena
y de algodon de 10, 5y 1 um y se irradié con luz ultravioleta. El agua de mar se
esterilizé en una autoclave a 121 °C y a una presion de 1.02 kg/cm por un periodo

de 20 minutos.

El cultivo de las distintas especies se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 125 ml
que contenian 100 ml de agua de mar estéril con medio “f” (Guillard y Ryther,
1962). Para cada especie se realiz6 mantenimiento semanal, mediante una nueva
inoculacion con un volumen apropiado de cultivo (10%) y se transfirid6 a medio
nuevo como ya descrito. Los cultivos se mantuvieron a 28 °C y con irradiancia
continua de luz blanca fria (SILVANIA F40W) y 110 y E/m?/s.

IV.2.2 Evaluacién del crecimiento

Para evaluar el crecimiento de las distintas especies se realizaron cultivos
monoespecificos y por triplicado mantenidos en matraces Erlenmeyer de 500 ml

para las cepas de |. galbana y en matraces de 250 ml para el caso de las
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diatomeas. Todos los cultivos se realizaron con iluminacién continua a una

irradiancia de 110 py E/m?% s.

El medio utilizado para el crecimiento de I. galbana fue medio “f’ y los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 28 °C. En tanto que para el cultivo de las
diatomeas se simularon condiciones de calidad de agua y de temperatura
similares a una granja camaronicola, por lo que se utilizé el medio “E” descrito por

Aguilar-May (2002), y se mantuvieron a 20y 28 °C.

El crecimiento se evalu6 por medio de conteos celulares a diarios con un
hematocitometro de 0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto. La tasa
de crecimiento se evalu6 con la ecuacion descrita por Fogg y Thake (1978).

Con base a los valores de la tasa de crecimiento de las tres cepas de |. galbana y
de las 15 especies de diatomeas, se seleccionaron para cada grupo las que
tuvieron una mayor tasa de crecimiento. Estas especies seleccionadas fueron
utilizadas posteriormente para realizar los ensayos de inhibicidon con las distintas

cepas de Vibrio.

V.3 Cultivo de Vibrio

Se utilizaron tres cepas patdégenas para organismos acuaticos, la cepa de Vibrio
alginolyticus proveniente de la “American Type Culture Collection” (ATCC) 17749,
(CICESE 4), V. harveyi DNO1 (CICESE 597) y V. campbellii proveniente de la
“Collection of Aquacultural Importance Micro-organism” (CAIM) 416, (CICESE
559), la cual pertenece al Centro de Investigacion y Desarrollo Alimentario (CIAD).
Las especies mencionadas fueron obtenidas de la coleccion del CICESE, mismas
gue se encuentra bajo el resguardo del Dr. Marcial Leonardo Lizarraga Partida,

investigador del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.
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Cada especie de bacteria se obtuvo a través del cultivo de una colonia pura
mantenida en viales de vidrio que contenian 10 ml de medio ZoBell (DIFCO). Se
tomo una colonia del vial y se resembrd en cajas Petri que contenian 20 ml de
medio ZoBell, y se incubaron durante 24 h a 26 °C.

IV.4 Preparacion de in6culo de bacterias

Previo al inicio del experimento se prepararon tubos de cultivo que contenian 9 ml
de suero fisiolégico, que se elaboré disolviendo 9 g de NaCl en 1 litro de agua
destilada. Una vez que la solucion se colocd en los tubos de cultivo se
esterilizaron por 20 min a 120 °C y a 1.05 kg/m? de presién. Posterior a la

esterilizacion se dejaron enfriar y se reservaron para su uso posterior.

De uno de los tubos de cultivo que contenian suero fisioldgico estéril se tomo dos
mililitros y se vertieron sobre una caja Petri densamente sembrada con cada
especie de bacteria. Al tiempo de vaciar el suero fisiologico se raspo con cuidado
la capa de bacterias, evitando raspar la superficie del agar. Una vez que la mayor
parte de bacterias fueron removidas de la superficie de la placa, se recolect6 la
mezcla de bacterias y se regresoé al tubo de cultivo. La mezcla se agité y se dejo
reposar por 30 minutos para permitir que los agregados de bacterias se
disolvieran. Posterior a los 30 minutos, se tomd otro tubo de cultivo con suero
fisiolégico estéril y se fueron adicionando gotas de la mezcla de bacterias
preparada anteriormente hasta alcanzar una densidad oOptica de 0.05 a 600 nm, lo

cual equivale a una concentracion de 1 x 10° UFC/ml (Anguiano-Beltran, 1996).

IV.5 Ensayos directos de inhibicion del crecimiento de Vibrio

Las especies seleccionadas se cultivaron de manera monoespecifica, no axénica

y por triplicado en matraces Erlenmeyer con 200 ml de medio “f". Previo a la
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inoculacion de cada matraz se realiz6 una filtracion de 1 y 10 ml de cultivo de
microalga para asegurar la ausencia de bacterias tipo Vibrio en estos. A cada
matraz se le adicion6 1 ml del inéculo de bacterias preparado en la forma descrita
anteriormente, con lo que al final se obtuvo una concentracién aproximada a 1 x
10? UFC/ml. El ntmero de células de cada especie se calculé a partir de un
cultivo madre para tener una concentracion inicial de 100,000 células/ml en cada
matraz. Los cultivos microalga-bacteria fueron iluminados con lamparas
fluorescentes a una irradiancia continua de 110 pE/m?/sy con temperaturas de 21
a 24 °C en el caso de |. galbana, mientras que los cultivos diatomea-bacteria se
mantuvieron a 28 °C bajo la misma irradiancia en el laboratorio de patégenos del
Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.

IV.6 Conteos de bacterias

Para conocer la cantidad de bacterias heterotroficas y Bacterias que crecen en
medio Tiosulfato Citrato Bilis Sucrosa (BTCBS) (TCBS, DIFCO) presentes en los
cultivos, se realizaron conteos indirectos en placas. Para corroborar que los
cultivos de microalgas no contenian BTCBS y conocer la cantidad de bacterias
heterotréficas presentes previo a la inoculacion con la bacteria, se filtraron 1y 10
ml de cada cultivo de microalga de manera individual. Los filtrados de 10 ml se
realizaron con la finalidad de corroborar la ausencia de bacterias, aun
concentrando un mayor volumen de cultivo. Para los filtrados con 10 ml no se
realizaron analisis estadisticos. Para este fin se utilizaron filtros estériles de
nitrocelulosa de 47 mm de diametro y una luz de malla de 0.22 . Los filtros con la
muestra se colocaron en cajas Petri de 6 cm de diametro que contenian medio
TCBS. Para evaluar el niumero de bacterias heterotréficas presentes en los
cultivos de microalgas se realizaron diluciones 10 y posteriormente se tomé 0.1

ml de esta dilucidon, mismo que se sembr6 en cajas Petri que contenian 20 ml de
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medio ZoBell. Este procedimiento se repitié una vez que se adiciono el indculo de
bacterias y posteriormente a las 48, 96, 168 horas post-inoculacion y una vez que
el cultivo de microalga alcanz6 la fase estacionaria. Las cajas con cultivo se
incubaron a 28 °C durante 24 h'y se realizd el conteo de las colonias que crecieron
durante el periodo de incubacion, las cuales se expresaron en unidades
formadoras de colonia presentes en 1 ml (UFC/ml). Para estos conteos de
bacterias heterotroficas no se realizaron analisis estadisticos, ya que se considero
gue el aumento en un orden de magnitud fue representativo de cambio en la

concentracion.

IV.7 Manejo de residuos de cultivos y material infectado y medidas de

bioseguridad

Las cajas de Petri, pipetas y papel que estuvieron en contacto con las bacterias
utilizadas en este estudio se almacenaron en bolsas especiales para autoclave y
se esterilizaron durante 15 minutos antes de ser desechadas. Los matraces, tubos
de cultivo y sistemas de filtracion utilizados se esterilizaron una vez terminado el
experimento o muestreo, se lavaron y antes de volver a utilizarlos se re

esterilizaron.

Para mitigar el riesgo sanitario que implica el uso de bacterias marinas, todos los
matraces con los cultivos microalga-bacteria y material que estuvo en contacto
con las bacterias se mantuvo en el Laboratorio de Patogenos del Departamento
de Biotecnologia Marina del CICESE, en el area que se encuentra bajo el
resguardo del Dr. Marcial Leonardo Lizarraga Partida. Este laboratorio se
encuentra aislado y cuenta con su propio sistema de almacenamiento de agua
residual, la cual es tratada antes de ser arrojada al drenaje comun, previniendo un

problema de contaminacion en otras areas.
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IV.8 Anélisis estadistico

Para todos los analisis estadisticos se tomaron en consideracion las hipétesis que
fundamentan estas pruebas y que son la normalidad, la homogeneidad de
varianzas y la independencia (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984). Se aplic6 un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via para saber si existieron diferencias
significativas entre las tasas de crecimiento de las distintas especies de
microalgas con las cepas de Vibrio.

Con la finalidad de conocer las posibles diferencias entre las tasas de crecimiento
de las diatomeas mantenidas en las 2 diferentes temperaturas en medio “E” se

utilizé una prueba t-Student para cada especie.

Para evaluar el efecto inhibitorio de las microalgas sobre el crecimiento de cada
una de las especies de Vibrio se utiliz6 un ANOVA de una via. De encontrarse
diferencias significativas entre los tratamientos se procedio a utilizar una prueba a

posteriori Tukey, con la que se establecid las diferencias entre los tratamientos.

Ademas, se utilizaron pruebas t-Student para verificar el cambio de la
concentracion de bacterias con respecto al tiempo, tomando como referencias la
concentracion de bacterias tipo Vibrio al momento de la inoculacion y al tiempo en

el que se presento el 90% de inhibicion de la misma.

Se trabajé con el programa estadistico STATISTICA® version 8.0 (Stat Soft Inc.,

2002) y se considero un valor de significancia de 0.05.
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Capitulo V

Resultados

V.1 Crecimiento de diferentes cepas de Isochrysis galbana

El crecimiento de las tres cepas de |. galbana se sigui6é durante 10 dias, tiempo en
el que se encontré que la cepa con mejor crecimiento fue la cepa de I. galbana
CCMP y fue la que alcanzé una densidad de 2.2 x10’ células/ml. Las cepas de |I.
galbana CICESE y UTEX alcanzaron una densidad de células de 2.2 x10” y 8.5
x10° células/ml respectivamente. Cabe sefialar que se encontraron diferencias
altamente significativas en el crecimiento de las tres cepas de |. galbana,
(p<0.001) (Tabla 1) y la decision de seleccionar a |. galbana CCMP se debi6 a que
esta cepa proviene de un banco de cepas de referencia y es muy utilizada en la
acuicultura, no obstante que la cepa |. galbana CICESE alcanz6 una densidad

celular similar.

2,5e+7 q
2,0e+7 A

1,5e+7 A

Células/ ml

1,0e+7 4

5,0e+6 A

1.0e+5

0.1 2 4 & 8 10 12 14 16
Dias
Figura 1.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de células de tres cepas de I.

galbana mantenidas en cultivos estaticos: 1. galbana CICESE ( A ), I. galbana CCMP (m)yde l.
galbana UTEX (e).
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Tabla 1.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular méaxima (DCM) (10°), tasa
de crecimiento (1 para tres cepas de |. galbana. Letras iguales indican falta de diferencia
significativa, ANOVA de una via a = 0.05: a>b.

Especie DCM H
I. galbana UTEX 47+03Db 0.09+0.02b
I. galbana CICESE 18.7+0.3a 0.52+0.01a

I. galbana CCMP 19.2+0.3a 0.55+0.01a




22

V.2 Ensayos de Inhibicion de Vibrio spp. con Isochrysis galbana

V.2.1 Crecimiento de Isochrysis galbana en cultivo microalga-bacteria

Los filtrados de 1 ml y 10 ml previos a la inoculacion con cada tipo de bacteria
resultaron libres de BTCBS, ya que no se presentd crecimiento de colonias en las
cajas Petri con medio TCSBS. Los conteos de células de I. galbana se siguieron
durante 16 dias, tiempo que tomo para que el crecimiento celular llegara a su fase
estacionara. La densidad de células de I. galbana en combinacion con V.
alginolyticus registr6 en esta fase un promedio 3.2x10" células/ml, valores
significativamente menores (p<0.05) (Tabla 4) a los que se presentaron en
conjunto con V. harveyi y V. campbellii (Fig. 2), en los cuales, de manera similar,

se obtuvieron 3.6x10’ células/ml en promedio.

4e+7 A
3e+7 4

2e+7 4

Células/ ml

le+7 A

le+5

16

Figura 2.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de células de I. galbana CCMP

en combinacion con V. alginolyticus (e), V. campbellii (A ) y V. harveyi (m) mantenidos en cultivos
estaticos.
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V.2.2 Inhibicién del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de Isochrysis
galbana CCMP

El efecto inhibitorio de I. galbana CCMP respecto al crecimiento de V. alginolyticus
se presentd a partir del segundo dia de cultivo (Fig. 3a), justo durante la fase
exponencial de crecimiento de la microalga. Al inicio del experimento, se
registraron concentraciones superiores a 1 x10? BTCBS/ml, mientras que al
segundo dia de muestreo (48 h post inoculacién) el nimero de bacterias
disminuyé considerablemente (61 BTCBS/ml en promedio). Se encontraron
diferencias altamente significativas en las concentraciones al inicio y a las 48 h
(p<0.001), tiempo en el que se alcanzo una inhibicion superior al 90% (Tabla 5).

La inhibicion total de V. alginolyticus se encontraron a partir de las 96 h y se
conservo hasta que la microalga alcanzo la fase estacionaria, en la que se alcanzé
una densidad de 3.2 x 10’ células/ml. El nimero de bacterias heterotréficas inici6
con 2.3x10° UFC/ml y posteriormente se encontraron aproximadamente 5.2 x10°
UFC/ml a partir de las 48 h. En los muestreos subsecuentes el numero de

bacterias heterotroficas fue similar al encontrado en el muestreo de las 48 h.

El nimero de BTCBS/10 ml de V. alginolyticus presentd una respuesta similar a lo
encontrado en 1 ml, puesto que posterior a la inoculacion se encontraron
concentraciones superiores a 1 x10* BTCBS/10 ml y a partir de las 48 h de
experimentacion se presentdé inhibicion del crecimiento de este tipo de bacterias,
alcanzando su inhibicion total a partir de las 96 h y perduré hasta que la microalga

alcanz6 su fase estacionaria (Fig. 3a).

La inhibicibn de V. campbellii y V. harveyi requiri6 mas tiempo que el que se
necesité para inhibir a V. alginolyticus (Fig. 12). Cabe sefalar que esta diferencia
en los tiempos requeridos por cada especie de bacteria para alcanzar su inhibicion

también se presentd en los cultivos con diatomeas y fue significativamente
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diferente (p<0.001). Para V. campbellii la inhibicidén se presentd hasta el dia cuatro
del experimento (96 h post-inoculacion) y el efecto se prolongd hasta que la curva
de crecimiento de I. galbana inicid la fase estacionaria. En este experimento
también se encontraron diferencias altamente significativas en la concentracion de
BTCBS/ml (p<0.001). De igual manera a lo descrito para V. alginolyticus, en el
primer muestreo con V. campbellii se registraron mas de 1 x 10° BTCBS/ml (Fig.
3b), esta tendencia se repitid para V. harveyi (Fig. 3c).

El nidmero de bacterias heterotréficas inicial en los cultivos de I. galbana CCMP
con V. campbellii se evalué en 2.1 x10° UFC/ml en promedio y al paso de los dias
registr6 un incremento continuo hasta que finaliz6 con 5.1 x10° UFC/mi
aproximadamente (Fig. 3b). De forma similar a lo descrito para el filtrado de 1 ml
de cultivo, el nimero de BTCBS en 10 ml de V. campbellii disminuy6 hasta su
inhibicion a las 96 horas post inoculacion y el efecto también se conservo hasta
gue el crecimiento de |. galbana se detuvo y alcanzé una concentracién promedio
de 3.6 x10” células/ml (Fig. 3b). Para el caso de V. harveyi, la inhibicion se
presentd hasta el séptimo dia de experimentacion, alcanzando su inhibicion total
una vez que |. galbana se posiciono en fase estacionaria de crecimiento (Fig. 3c),
y en la cual mantuvo una concentracién de células promedio de 3.7 x10’

células/ml.

La densidad de bacterias heterotréficas de V. harveyi fue en valores de 2.1 a 5.0
x10® UFC/ml al inicio y al final del experimento respectivamente, alcanzando su

méxima concentracion al séptimo dia con 6.2 x10° UFC/ml (Fig. 3c).

La densidad de BTCBS en los filtrados de 10 ml presentd una tendencia similar a
lo descrito para los filtrados de 1 ml, encontrando concentraciones superiores a 1 x
10* BTCBS/10 ml durante la mayor parte del experimento y lograndose la
inhibicion total de la bacteria Unicamente hasta que el crecimiento de |. galbana

alcanz6 la fase de inicio del delineamiento del crecimiento (Figs. 4a, 4b y 4c). En
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este experimento también fue posible encontrar diferencias altamente
significativas (p<0.001) en la concentracion de BTCBS/ml al inicio del experimento
y al tiempo en el que se alcanzo el 90% de la inhibicidn total de la especie de
bacteria (Tabla 5).

Las tendencias de inhibicion en los filtrados de 10 ml mostradas por el resto de las
especies de microalgas fueron las mismas a las observadas en los filtrados de
1ml. Por esta razén, en los siguientes experimentos se presentaran Unicamente
las gréaficas de los filtrados de 1 ml. En la seccion de Anexos se podran encontrar

las graficas correspondientes a los filtrados de 10 ml.
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Figura 3.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroéficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con |. galbana CCMP ().
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Figura 4.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroéficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con I. galbana CCMP ( ) en filtrados de 10 ml.
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V.3. Seleccidon de especies de diatomeas cultivadas en medio “E” a dos

temperaturas

Las especies de diatomeas que presentaron tasas de crecimiento (W)
estadisticamente mayores (p<0.05) al ser cultivadas a 28 °C en medio “E”
corresponden a Nitzschia laevis (B), Navicula byskanterae, la Cepa 2B, Nitzschia
frustulum var. perminuta y la Cepa 5B. Un resumen detallado del promedio de las
tasas de crecimiento para cada especie de diatomea en las dos temperaturas de
cultivo se resume en la tabla 2. Adicionalmente, debido al potencial que se ha
encontrado en esta especie como agente de biocontrol, se incluy6 en la seleccion

a Navicula incerta.

Tabla 1l.- Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de crecimiento (u) de diferentes
especies de diatomeas bentdnicas cultivadas a dos temperaturas de cultivo en medio "E". Letras
iguales indican falta de diferencia significativa, t-Student de una via a = 0.05: a >b y probabilidad:

p.

Especie pa 28°C M az20-°C p

Nitzschia laevis (A) 0.107 £ 0.011 0.127 £ 0.006 0.057
Nitzschia laevis (B) 0.114 £ 0.006 a 0.087 £0.004 b 0.003
Nitzschia laevis (C) 0.076 + 0.006 0.102 + 0.006 0.007
Nitzschia fonticola var. perminuta  0.096 + 0.008 0.129 + 0.006 0.006
Nitzschia sp. 0.238 + 0.019 0.228 + 0.030 0.677
Nitzschia laevis (Cepa 4) 0.084 + 0.019 0.154 £ 0.013 0.007
Navicula incerta 0.191 + 0.030 0.199 + 0.014 0.718
Navicula byskanterae 0.129+£0.004a 0.080+0.005b 0.001
Cepa 2B 0.179 £0.003a 0.137 +0.003 b 0.001
Cepa RB 0.183 + 0.014 0.181 + 0.079 0.963
Amphiprora paludosa var. hyalina  0.034 + 0.004 0.097 £ 0.020 0.001
Nitzschia frustulum var. perminuta 0.084 + 0.005a 0.053 £ 0.002 b 0.001
Cepa 5B 0.117 £0.004 a 0.020+0.010 b 0.001
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V.4. Ensayos de inhibicion del crecimiento de Vibrio spp. con diatomeas
bentdnicas

V.4.1 Crecimiento de las especies de diatomeas bentdnicas seleccionadas

La curva de crecimiento de las seis especies de diatomeas seleccionadas se
presenta en la figura 5. Las especies que alcanzaron una mayor densidad de
células corresponden a N. laevis y N. frustulum var. perminuta, las cuales
registraron en promedio 2.4x10° y 2.1x10° células/ml respectivamente. Las
especies N. incerta, N. byskanterae y la Cepa 2B alcanzaron densidades celulares
similares, las cuales se evaluaron entre 1.7 y 1.85x10° células/ml en promedio.
Respecto a la Cepa 5B la mayor cantidad de células se obtuvo al noveno dia de
cultivo y presentd un menor crecimiento respecto a las demas especies de
diatomeas. Para esta especie, la maxima concentracién fue de 1.2x10° células/ml
y alcanzo6 su fase estacionaria al cabo de nueve dias al igual que la especie N.
frustulum var. perminuta. En cuanto a los cultivos de las especies N. incerta, N.

laevis, Cepa 2B y N. byskanterae la fase estacionaria se alcanzo a los siete dias.
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Figura 5.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de células de las seis especies de
diatomeas bentdnicas seleccionadas y mantenidas en cultivos estaticos. N. incerta (o), N. laevis
(o), N. byskanterae (¥), Cepa 2B (A), N. frustulum var. perminuta (m) y Cepa 5B (0).
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Se detectaron diferencias altamente significativas (p<0.001) en el crecimiento de

las seis especies de diatomeas e I. galbana CCMP (Tabla 3).

Tabla I11.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular maxima (DCM) (10°) y
de la tasa de crecimiento de I. galbana y seis especies de diatomeas bentonicas cultivadas sin cepas
de bacterias. Letras iguales indican falta de diferencia significativa, ANOVA de una via o = 0.05: a
>b y probabilidad: p.

Microalga DCM U p

N. incerta 1.7 £0.07 0.25+0.03 cd

N. laevis 2.4+0.10 0.27 £0.01 bc

N. byskanterae 1.7 £0.05 0.20+0.01d <0.001
Cepa 2B 1.8+0.04 0.21+0.01d

N. frustulum var. perminuta 2.1+£0.05 0.31+£0.01b
Cepa 5B 1.2+0.04 0.39+0.01la
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V.4.2 Inhibicidn del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de Navicula incerta

Los filtrados de 1 y 10 ml previos a la inoculacion con las bacterias resultaron
libres de BTCBS en todos los cultivos de las especies de diatomeas
seleccionadas, al no presentarse el crecimiento de colonias en las cajas de Petri
con medio TCSBS.

N. incerta presentd diferencias significativas en su crecimiento al ser cultivada
monoespecificamente o en combinacion con V. alginolyticus y V. harveyi. Se
tuvieron tasas de crecimiento significativamente mayores (p<0.0001) en los

cultivos en conjunto con las dos especies de Vibrio (Tabla 4).

En los cultivos con N. incerta la respuesta de inhibicion de V. alginolyticus, V.
campbellii y V. harveyi se presentd a partir del cuarto dia en los filtrados de 1 ml
(Figs. 6a, 6b y 6¢ respectivamente) y se mantuvo hasta que el crecimiento de N.
incerta alcanzo la fase estacionaria. Se encontraron diferencias altamente
significativas (p<0.001) en la concentracion de BTCBS/ml al inicio y al 90% de
inhibicion de cada especie de bacteria en todos los experimentos (Tabla 5). En el
experimento con V. alginolyticus esta especie de diatomea alcanzé dicha fase al
cabo de 11 dfas, con una densidad celular aproximada de 2x10° células/ml y
presentd una concentracion de bacterias heterotréficas inicial de 5x10°> UFC/ml y
final de 2x10” UFC/ml en los filtrados de 1 ml.

En el experimento con V. campbellii el cultivo de N. incerta alcanz6 la fase
estacionaria después de 11 dias, con una densidad celular promedio de a 1.5x10°
células/ml, partiendo con una concentracion de bacterias heterotroficas cercana a
8x10° UFC/ml y finalizando con 1.5x10” UFC/ml (Fig. 6b).

El valor maximo de densidad de células de N. incerta en el ensayo de crecimiento

en conjunto con V. harveyi, fue en promedio de 2x10° células/ml al dia 11, tiempo
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necesario para que el cultivo alcanzara la fase estacionaria. A este tiempo la
concentracién de bacterias heterotréficas fue de 3x10’ UFC/ml en promedio (Fig.
6¢C).

En los ensayos de inhibicion con V. campbellii se presentd una densidad celular
promedio de 2x10° células/ml al onceavo dia de cultivo, tiempo en el que se
alcanz6 la fase estacionaria, en tanto que los conteos iniciales de bacterias
heterotréficas indicaron una concentracion promedio de 4.6 x10° UFC/ml y se
registraron 6x10° UFC/ml en los conteos de bacterias heterotréficas a final del
experimento (Fig. 6b). La tendencia de inhibicion en los filtrados de 10 ml se

muestra en la seccion de Anexos (Fig. 13)
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Figura 6.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroéficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. incerta (o).
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V.4.3 Inhibicion del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de Nitzschia laevis

cepaC

Los experimentos de N. laevis cultivada en conjunto con V. campbellii mostraron
diferencias altamente significativas en su crecimiento (p<0.001), respecto a
aquellos cultivos con las demas cepas bacterianas. Cabe sefialar que en esta
especie de microalga el crecimiento con V. harveyi y el obtenido en los cultivos

libres de bacterias no mostr6 diferencias significativas (Tabla 4).

En los cultivos con N. laevis cepa C la respuesta inhibitoria en los filtrados de 1
ml se presentd a partir del dia cuatro en los cultivos con V. alginolyticus y V.
campbellii (Figs. 7a y 7b respectivamente), mientras que en el reto con V. harveyi
el efecto de inhibicién se observo a partir del dia siete, esto es, durante la fase
exponencial del cultivo de N. laevis (Fig. 7c) y se conservo en todos los retos con
Vibrio hasta que el cultivo alcanzo la fase estacionaria. En todos los experimentos
fue posible detectar diferencias altamente significativas (p<0.001) en la
concentracion de BTCBS/ml al inicio de los experimentos y al alcanzar el 90% de

inhibicion de las especies de bacterias (Tabla 5).

En el experimento con V. alginolyticus se present6 una densidad celular promedio
cercana a 1.6x10° células/ml a los 10 diez dias de haber iniciado el reto. A este
tiempo el cultivo alcanzé la fase estacionaria y se encontrd una concentracion de
bacterias heterotréficas de 6x10° UFC/ml en promedio en dicha fase, mientras

que al inicio del experimento se contaron en promedio 3.5 x10°> UFC/ml (Fig. 7a).

En los ensayos de inhibicion con V. campbellii se presenté una densidad celular
promedio de 2x10° células/ml al onceavo dia de cultivo, tiempo en el que se
alcanz6 la fase estacionaria, en tanto que los conteos iniciales de bacterias

heterotréficas indicaron una concentracién promedio de 4.6 x10° UFC/ml y se
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registraron 6x10° UFC/ml en los conteos de bacterias heterotréficas a final del

experimento (Fig. 7b).

Para el experimento de inhibicion realizado con V. harveyi, los conteos de N.
laevis indicaron una densidad celular promedio de 3x10° células/ml al dia 11,
tiempo requerido por que N. laevis llegara a la fase estacionaria. En esta fase se
registré una concentracion de bacterias heterotréficas promedio de 3x10” UFC/ ml,
misma que partio de 2.3 x10°> UFC/ml (Fig. 7c).

La tendencia de inhibicion en los filtrados de 10 ml para esta especie de microalga

se presenta en la seccion de Anexos, en la figura 14.
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Figura 7.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroéficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. laevis cepa C (o).
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V.4.3 Inhibicién del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de Navicula

byskanterae

En los ensayos con N. byskanterae fueron los que presentaron una respuesta de
inhibiciébn mas rapida con V. alginolyticus (Fig. 8a), al segundo dia de cultivo, en
tanto que para V. campbellii (Fig. 8b) y V. harveyi (Fig. 8c) la respuesta fue a partir
del cuarto y séptimo dia de cultivo. Al igual que en las otras especies de
microalgas descritas anteriormente, el efecto inhibitorio se mantuvo hasta que los
cultivos se encontraron en fase estacionaria y se encontraron diferencias
altamente significativas (p<0.001) en la concentraciéon de BTCBS/ml al inicio y al
alcanzar el 90% de inhibicién (Tabla 5).

Los cultivos de N. byskanterae retados con V. alginolyticus presentaron
densidades celulares proximas a 1.6x10° células/ml, alcanzando la fase
estacionaria en el dia nueve (Fig. 8a). A este tiempo, la cantidad de bacterias
heterotréficas presentes fue de 6x10° UFC/ml en promedio, iniciando el

experimento con 1.2x10° UFC/m.

La cantidad de células presentes en los cultivos de N. byskanterae desafiados con
V. campbellii presenté valores préximos a 2x10° células/ml al dia 10, tiempo en el
gue se alcanzé la fase estacionaria. La adicion de V. campbellii a los cultivos de
esta especie de microalga incentivdO su tasa de crecimiento, encontrando
diferencias significativas (p<0.01) en la misma (Tabla 4). En esta fase, el nUmero
de bacterias heterotréficas fue cerca de 6x10° UFC/ml (Fig. 8b), y en los conteos

iniciales se registraron 1x10° UFC/ml en promedio.

En el experimento con V. harveyi la respuesta inhibitoria comenzé a partir del dia
cuatro en los filtrados de 1 ml y para el dia siete la concentracion de BTCBS fue
cercana a 0.1 BTCBS/ml (Fig. 8c). Cabe sefialar que el crecimiento de N.

byskanterae alcanzo su fase estacionaria después de 10 dias y el efecto inhibitorio
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sobre V. harveyi se conservdé. En cuanto a la concentracion de bacterias
heterotroficas se observd una concordancia con el crecimiento de la microalga,
puesto que al principio del experimento se contaron 2.7 x10° UFC/ml y al final del
experimento se alcanzaron 1.7 x 10" UFC/mll.

La tendencia de inhibicidn para esta especie de microalga en los filtrados de 10 ml

se presenta en la seccion de anexos en la figura 15.
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Figura 8.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.

campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. byskanterae (o).
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V.4.4 Inhibicion del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de la cepa 2B

La cepa 2B presentd actividad antibacteriana contra las tres cepas de Vibrio a
partir del cuarto dia. En el reto con V. alginolyticus, la microalga alcanzé la fase
estacionaria al dia 10 con una densidad celular promedio de 1.6 x10° células/ml.
La cantidad de BTCBS disminuyé hasta concentraciones menores a 0.1
BTCBS/ml a partir del cuarto dia en los filtrados de 1 ml, conservandose el efecto
durante el resto de la fase exponencial y en la fase estacionaria del crecimiento de
esta especie de microalga.

La concentracion de bacterias heterotréficas inicial se evalué en 5.2 x10° UFC/ml y
al final del experimento se encontraron concentraciones elevadas de este tipo de
bacterias, llegando inclusive a 5.2 x10” UFC/ml (Fig. 9a). La tendencia observada
en los filtrados de 10 ml fue la misma a la que se present6 en los filtrados de 1 ml,

tal y como se aprecia en la figura 16a de la seccion de anexos.

La adicion de V. campbellii y V. harveyi a los cultivos de la cepa 2B favorecio su
crecimiento, al encontrarse diferencias altamente significativas en los
experimentos con estas bacterias (p<0.001). Para esta especie de microalga, el
crecimiento fue estadisticamente menor al cultivarse sin bacterias y en

combinacioén con V. alginolyticus (Tabla 4).

La inhibicion de V. campbellii en los filtrados de 1 ml se evidencié al séptimo dia
de cultivo y perdurd hasta el inicio de la fase estacionaria del crecimiento de la
cepa 2B. Tal fase se presentd al décimo dia, con una densidad promedio de 1.7
x10° células/ml y una concentracién de bacterias heterotréficas de 5 x10” UFC/ml.
Al igual que en los experimentos anteriores, se observé un incremento de
bacterias heterotréficas conforme la cantidad de células de la cepa 2B aumenté
(Fig. 9b). En este experimento la cantidad de bacterias heterotroficas inicial fue de

7.6 x10° UFC/ml en promedio. La tendencia observada en los filtrados de 10 ml
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concuerda con lo anteriormente descrito y se presenta en la figura 16b de la

seccion de anexos.

En cuanto a los experimentos realizados con V. harveyi, se observaron tendencias
similares a lo encontrado en los ensayos de inhibicion realizados con V.
campbellii. Se observé que al séptimo dia de cultivo la inhibicion de V. harveyi fue
evidente en los filtrados de 1 ml (Fig. 9¢) y 10 ml (Fig. 16c seccion de anexos) y
tal efecto se conservé hasta el inicio de la fase estacionaria del cultivo de la
microalga. En todos los ensayos con esta especie de microalga fue posible
detectar diferencias altamente significativas (p<0.001) en la concentracién de
BTCBS/ml (Tabla 5).

El crecimiento de la cepa 2B en los cultivos retados con V. harveyi se presentaron
densidades cercanas a 2.2 x 10° células/ ml al cabo de diez dias, los cuales fueron
necesarios para que el crecimiento de la microalga se posicionara en la fase
estacionaria. Los conteos iniciales de bacterias heterotroficas para esta especie
fueron de 4.5 x10°> UFC/ml en promedio y finalizando al dia 10 con 2.8 x10’

UFC/ml en promedio (Fig. 9c).
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Figura 9.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: % y bacterias heterotroéficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con la cepa 2B (o).
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V.4.5 Inhibicién del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de N. frustulum

var. perminuta

Respecto a N. frustulum var. perminuta se encontraron diferencias significativas en
el crecimiento (p<0.001) bajo las diferentes condiciones experimentales. Los
resultados indicaron un menor crecimiento con V. alginolyticus y V. campbellii, en
tanto que los cultivos que estuvieron expuestos a V. harveyi no mostraron
diferencias a aquellos que no estuvieron expuestos a alguna cepa bacteriana
(Tabla 4).

La capacidad inhibitoria de N. frustulum var. perminuta sobre las bacterias de
estudio se presentd en todos los retos a partir del dia cuatro. En los ensayos con
V. alginolyticus, la cantidad de bacterias patdogenas en los filtrados de 1 ml
disminuy6 de manera significativa (p<0.001) hasta concentraciones cercanas a
0.01 BTCBS/ml justo al cuarto dia. En los muestreos subsecuentes la inhibicion de
las bacterias continué hasta que los cultivos de esta especie de microalga
alcanzaron la fase estacionaria. Para alcanzar esta fase, se requirieron ocho dias,
en los que N. frustulum var. perminuta alcanzé concentraciones de 1.7 x10°

células/ml en promedio (Fig. 10a).

En cuanto a la concentracion de bacterias heterotroficas, los conteos iniciales
indicaron la presencia de 9.1 x10°> UFC/ml, cantidad que se incrementé conforme
el crecimiento de la microalga avanzé. Para el muestreo final, la concentracion de

bacterias heterotréficas se evalud en 3.5 x10° UFC/ml.

La tendencia de inhibicion de V. alginolyticus por N. frustulum var. perminuta
observada en los filtrados de 10 ml fue la misma que la evaluada en los filtrados

de 1 ml (Figura 17a seccion anexos).
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Con V. campbellii el efecto inhibitorio de N. frustulum var. perminuta también dio
inicio en el cuarto dia y, en los muestreos posteriores, el nimero de BTCBS
disminuyé hasta concentraciones significativamente menores (p<0.001) a 0.1
BTCBS/ml en los filtrados de 1 ml. Al igual que en las demas especies de
microalgas estudiadas, el efecto inhibitorio se conservd inclusive hasta que el

crecimiento de esta especie de microalga alcanzo la fase estacionaria (Fig. 10b).

Respecto el crecimiento de N. frustulum var. perminuta fue menos acelerado que
en el observado con V. alginolyticus, puesto que para llegar a la fase estacionaria
se necesitaron 12 dias, tiempo al que se estimd una concentracion final maxima

de 2.3 x10° células/ml.

Los cultivos en este experimento con V. campbellii iniciaron con una concentracion
de bacterias heterotréficas de 2.2 x10°> UFC/ml y al finalizar el experimento se
encontraron 2.1 x10” UFC/ml (Fig. 10b).

Similar a los resultados con las dos especies de bacterias anteriores, la respuesta
inhibitoria contra V. harveyi inicio al cuarto dia de iniciado el experimento y
gradualmente la concentracion de BTCBS disminuyé hasta que se encontraron
concentraciones menores a 0.1 BTCBS/ml. Estas bajas concentraciones de
bacterias se mantuvieron hasta que el cultivo de N. frustulum var. perminuta
alcanz¢ la fase estacionaria en los filtrados de 1 ml y fueron diferentes (p<0.001) a
la concentracion inicial (Tabla 5). Para alcanzar esta fase de crecimiento celular se
necesitaron 10 dias, con densidades celulares de 2.2 x10° células/ml (Fig. 10c).
En los filtrados de 10 ml la respuesta inhibitoria fue concordante con la antes

descrita (Figura 17c seccidon de anexos).

Las bacterias heterotroficas presentes al inicio del experimento con V. harveyi
fueron en promedio de 2.4 x10° UFC/ml, mientras que al finalizar el experimento

se encontraron concentraciones cercanas a 3.5 x10” UFC/ml (Fig. 10c).
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Figura 10.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. frustulum var. perminuta ( e ).
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V.4.6 Inhibicidn del crecimiento de Vibrio spp. en cultivos de la cepa 5B

Para la cepa 5B la adicion de bacterias del género Vibrio disminuyd su crecimiento
(p<0.001), siendo V. alginolyticus la cepa de bacteria que mas afectd al
crecimiento de la especie de microalga (Tabla 4).

La actividad inhibitoria de la cepa 5B contra V. alginolyticus se observo cuatro dias
post-inoculacién con la bacteria. Semejante a lo descrito en los experimentos con
las deméas especies de microalgas utilizadas, el efecto inhibitorio perduré hasta
qgue los cultivos de la cepa 5B alcanzaron su fase estacionaria, en la cual se
obtuvieron concentraciones de BTCBS proximas a 0.1 BTCBS/ml en los filtrados
de 1 ml (Fig. 11a). Esta tendencia también se repitio en los filtrados de 10 ml
(Fig.18a seccion anexos). Respecto al crecimiento de la cepa 5B, se requirieron
13 dias para que alcanzara su fase estacionaria, en la cual se evalué una

concentracion promedio de 1.4 x10° células/ml.

La cantidad de bacterias heterotréficas presentes en los cultivos al inicio del
experimento se estimé en 4.8 x 10° UFC/ml, misma que al término del

experimento se evalué en 3.2 x10” UFC/ml (Fig. 11a).

En los filtrados de 1 ml, V. campbellii no inhibié su crecimiento si no hasta el
séptimo dia de cultivo, presentando concentraciones cercanas a 0.1 BTCBS/mi
conservandose el efecto inhibitorio hasta que la cepa 5B disminuyo su crecimiento
y alcanzo la fase estacionaria (Fig. 11b). Dicha fase se alcanz6 después de 11
dias de iniciado el experimento, con una densidad de células en promedio de 1.6 x
10° células/ml. La concentracién de bacterias heterotréficas en este reto inicié en
4.2 x105 UFC/ml y finalizé al cabo de 13 dias con 5.5 x10” UFC/m.

La tendencia de inhibicién de V. campbellii en los filtrados de 10 ml, confirma los

resultados obtenidos en los filtrados de 1 ml (Figura 18b seccidén anexos).
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En cuanto a V. harveyi se refiere, la respuesta inhibitoria se present6 a partir del
séptimo dia, esto es, durante la fase exponencial del cultivo de la cepa 5B.
Analogo a los resultados obtenidos con las demas especies de microalgas, el
efecto inhibitorio se conservé incluso hasta en la fase exponencial del crecimiento
de la cepa 5B. Cabe sefialar que al séptimo dia las concentraciones de V. harveyi
fueron cercanas a 57 BTCBS/ml, esto es en los filtrados de 10 ml y
posteriormente, en el muestreo en la fase estacionaria la concentracion de V.
harveyi fue cercana a 0.1 en los filtrados de 1 ml (Fig. 11c). Estos resultados
presentaron diferencias significativas (p<0.001) respecto a las concentraciones de
BTCBS/ml al inicio de los experimentos (Tabla 5).

En estos experimentos la cepa 5B alcanz6 una densidad celular promedio de 1.5
x10° células/ml al cabo de 11 dias de cultivo. La cantidad de bacterias
heterotréficas presentes en los cultivos de la cepa 5B al inicio del experimento se
estimé en 3.4 x 10°> UFC/ml en promedio y finalizd6 con una concentracion

promedio de 1.7 x10” UFC/ml en la fase estacionaria (Fig. 11c).
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Figura 11.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con la cepa 5B (o).
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Tabla 1V.- Valores promedio y desviacion estandar de las tasas de crecimiento (i), densidad celular
maxima (células/ml) alcanzadas en cultivos de distintas especies de microalgas en conjunto con
diferentes cepas de bacterias Vibrio y tratamiento control sin bacterias. Letras iguales indican
falta de diferencia significativa, ANOVA de una via a = 0.05: a >b>c y probabilidad: p.

Microalga Bacteria DCM M p
Sin bacteria 19.2+0.30c 0.55+0.010 a
V. alginolyticus

|, galbana CCMP ginoly C 32.1+0.10b 0.55 + 0.006 a <0.001
V. campbellii 36.6 £0.40 a 0.50+£0.002 b
V. harveyi 36.6 +0.90 a 0.56 +0.014 a
Sin bacteria 1.7+£0.07b 0.25+0.03b

N. incerta V. alginolyticus 2.0+0.06 a 0.32+0.01a <0.001
V. campbellii 1.4+0.03c 0.25+0.01b
V. harveyi 21+001a 0.33+0.01a
Sin bacteria 24+0.10a 0.27+0.01b

N. laevis V. alginolyticus 1.6+0.03c 0.23+0.01c <0.001
V. campbellii 20+0.12b 0.31£0.01a
V. harveyi 24+0.03a 0.26£0.01b
Sin bacteria 1.7+0.05a 0.20+£0.01b

N. byskanterae V. alginolyticus 1.5+0.04b 0.20+0.01b <0.01
V. campbellii 1.7+0.09 a 0.25+0.01a
V. harveyi 1.6+0.01a 0.23+0.02b
Sin bacteria 1.8 + 0.04b 0.21+£0.01b

Cepa 2B V. alginolyticus 1.5+0.09 ¢ 0.16 +0.01c <0.001
V. campbellii 1.7 £ 0.06 bc 0.27+0.01 a
V. harveyi 2.2+0.07a 0.29+0.01a
Sin bacteria 21+£0.05hb 0.31+£0.01a

N. frustulum var. perminuta V. alginolyticus 1.7+011c 0.20+0.01c <0.001
V. campbellii 23+0.15a 0.25+0.01b
V. harveyi 2.1+0.07 ab 0.32+0.01a
Sin bacteria 1.2+0.04c 0.39+£0.01a

Cepa 5B V. alginolyticus 1.4+001b 0.15+0.01c <0.001
V. campbellii 1.6 +0.07 a 0.27 +0.03 b
V. harveyi 1.5+0.03a 0.30+0.01b
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Los tiempos de inhibicion de cada cepa de bacteria fueron diferentes (p<0.001).
De manera general, V. alginolyticus fue la especie de bacteria que requiri6 menos
dias para obtener su inhibicion (3.4 + 0.9 dias), seguida por V. campbelli (4.4 +
1.1 dias) y V. harveyi (5.7 = 1.5) dias (Fig. 12).

Tiempo de inhibicion (dias)

V.alginolyticus V. campbellii V. harveyi
Bacteria

Figura 12.- Valores promedio y desviacion estandar del tiempo de inhibicion de V. alginolyticus, V.
campbellii y V. harveyi cultivadas en conjunto con I. galbana CCMP, N. incerta, N. laevis cepa C,
N. byskanterae, la cepa 2B, N. frustulum var. perminuta y la cepa 5B.
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Tabla V.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de bacterias que crecen en medio
TCBS (BTCBS) al inicio (1,), tiempo en dias (T), tiempo en dias para alcanzar el 90% de inhibicion
de la bacteria (lo) y valor de probabilidad (p) para las pruebas t-Student (a= 0.05) para . galbana
CCMP, N .incerta, N. laevis cepa C, N. byskanterae, la cepa 2B, N. frustulum var. perminuta y la
cepa 5B cultivadas en conjunto con V. alginolyticus, V. campbellii y V. harveyi.

BTCBS/ ml
Microalga Bacteria BTCBS/ mi | p
90
. alginolyticus >10° 60.6 + 86.7
l. galbana CCMP . campbellii >10° 136.5 + 56.8
. harveyi >10° 48+7.8
i . alginolyticus >10° 0.3+0.57
- Incerta . campbelli >10° 20+2.6
. harveyi >10° 81.6 +43.2
e . alginolyticus >10° 1.0+0
N. laevis . campbelli >10° 2.0+3.4
. harveyi >10° 67.6 £22.0
vk . alginolyticus >10° 1.6+28 p<0.001
N. byskanterae . campbellii >10° 48+25
. harveyi >10° 198.6 + 58.5
. alginolyticus >10° 1.6+2.0
Cepa 2B . campbellii >10° 230.6 +90.0
. harveyi >10° 173.3 +40.0
_ . alginolyticus >10° 43+6.6
N. frustulum var. perminuta . campbellii >10° 90.0 £ 138.6
. harveyi >10° 264.0+71.1
. alginolyticus >10° 33.6+34.1
Cepa 5B . campbellii >10° 0.33+0.57
. harveyi >10° 0.33+0.57
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Capitulo VI

Discusién

Las cepas de I. galbana utilizadas en el presente estudio mostraron diferencias en
su crecimiento, siendo |. galbana CCMP la cepa que alcanzé la mayor densidad
celular. Estas diferencias en el crecimiento se deben a que cada cepa proviene de
un origen geografico distinto con caracteristicas fisicoquimicas diferentes y a que
existe variabilidad genética entre cepas, lo cual repercute en las caracteristicas
biologicas como morfologia, tolerancia a temperatura, tasa de crecimiento, calidad
y composicion de las células (Lopez-Alonso et al., 1994; Wikfors y Patterson,
1994; Sayegh et al., 2007).

Aunado a estas diferencias propias de cada célula, el crecimiento de I. galbana
CCMP asi como de las diatomeas N. incerta, N. frustulum var. perminuta, la cepa
2B y la cepa 5B mejord significativamente en algunos retos con bacterias tipo
Vibrio. Ademas, la adicién de estas bacterias a los cultivo de |. galbana CCMP
contribuyd a retardar el inicio de la fase estacionaria de los cultivos y alcanzar una
concentracién de células cercana a 3.6 x10” células/ml, concentracién superior a
los 1.9 x10” células/ ml encontradas en los cultivos libres de Vibrio, en tanto que
en algunos de los experimentos con las diatomeas se presentaron mayores tasas

de crecimiento y densidades celulares.

Se ha demostrado que en presencia de bacterias el crecimiento del fitoplancton es
significativamente mayor a los cultivos axénicos. Estudios como los realizados por
Grossart (1999) indican que la adicidbn de bacterias a cultivos de Thlassiosira
weissflogii, Cylindrotheca fusiformis y Nitzschia laevis favorece el crecimiento de
estas especies e inclusive es posible duplicar el numero de células en

comparacién con cultivos no expuestos a bacterias. Ademas, la actividad
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microbiana en agregados y detritos puede conducir a una liberaciéon de nitrato,
amonio, fosforo y CO,, incrementando y manteniendo el crecimiento de los
cultivos. Resultados similares a estos han sido descritos por diversos autores
(Riquelme y Avedafio 1999; Schéafer et al. 2002; Grossart et al. 2006) quienes
sugieren un efecto sinérgico entre las bacterias tipo Vibrio y las microalgas y
afirman que las bacterias son las responsables del procesamiento del carbono
organico particulado (COP) derivado del fitoplancton, de su posterior conversion a
carbono organico disuelto (COD) y en la regeneracién de nutrientes inorganicos
como el silice y fosforo.

Recientemente Park et al. (2008) encontraron que el crecimiento de Chlorella
ellipsoidea se multiplica en 0.5 a 3 veces cuando es inoculada en conjunto con
bacterias del género Brevundimonas, y en parte atribuyen este efecto a procesos
mas eficientes de intercambio de ciertos sustratos entre las bacterias que se
adhirieren a las células fitoplanctonicas, dado que la adhesion de las bacterias a
las células disminuye la distancia de difusién y resulta en un intercambio mas

rapido.

Las relaciones entre bacterias y microalgas no solo se limitan a procesos de
remineralizacion de nutrientes. También se han descrito relaciones que van desde
simbidticas via comensalismo hasta inclusive parasitismo (Schéfer et al., 2002).
Existe evidencia de laboratorio de la existencia de la “ficésfera”, una zona en la
gue interactdan las bacterias y las microalgas en forma inhibitoria o estimulante
debido a la liberacion de compuestos extracelulares como son vitaminas (Cole,
1982; Croft et al., 2005) y factores promotores o inhibidores del crecimiento
(Baker et al., 1978; Cole, 1982; Salvesen et al., 2000; Riquelme y Avedario, 2003).
Este tipo de interacciones también son conocidas como relaciones alelopaticas o
alelopatia, la cual se define como la liberaciébn de sustancias quimicas, también
llamados aleloquimicos (Fistarol et al., 2004), por parte de individuos de una

poblacién que tiene efectos en individuos de otra poblacién (Hulot y Huisman,
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2004). Este mecanismo es operativo cuando los compuestos bioactivos son
excretados por células vivas, son efectivos a concentraciones naturales y existe
una compensacion entre el efecto sobre un individuo y el esfuerzo del otro para

producirlo (van Rijssel et al., 2008)

Estas relaciones alelopéaticas son especie-especifico y se ha demostrado que
juegan un papel importante en de la competencia entre especies de fitoplancton,
formacién de afloramientos algales “blooms” y las sucesiones estacionales entre
especies de microalgas en ambiente natural y en ensayos de laboratorio (Maestrini
y Bonin, 1981; Fukami et al., 1997; Fistarol et al.,, 2004). Ademas cabe la
posibilidad que las bacterias heterotroficas consuman sustancias que pueden ser
inhibidoras del crecimiento de las diatomeas, facilitando la proliferacion de las
células fitoplanctonicas (Bruckner et al., 2008).

En todos los experimentos se observd una disminucién en la concentracion de
Vibrio spp., presentandose concentraciones indetectables en los cultivos de |I.
galbana CCMP con las tres especies de bacterias, en tanto que en los cultivos de
diatomeas se obtuvieron concentraciones indetectables en los retos con V.
alginolyticus y V. campbelli. En los retos con V. harveyi no se alcanzaron
concentraciones indetectables en los cultivos de diatomeas, aunque la cantidad de
bacterias disminuyé de manera altamente significativa en todos los cultivos. Existe
evidencia de que la mayoria de las algas marinas producen metabolitos
secundarios con actividad biologica sobre el crecimiento de bacterias, hongos
virus y otros epibiontes (Liao et al., 2003; Thillairajasekar et al., 2009). Numerosos
estudios se han enfocado a evaluar la capacidad inhibitoria de las microalgas
sobre la concentracibn de bacterias patdégenas tanto para organismos de
importancia acuicola (Austin y Day, 1990; Naviner et al., 1999; Lio-Po et al., 2005;
Makridis et al., 2006), como para el humano (De Lara-Issasi, 1991; Herrero et al.,
2006; Desbois et al., 2009; Sanchez-Saavedra et al., 2010).
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Entre las especies que han recibido gran atencion debido a la produccion de
compuestos con actividad contra el crecimiento de bacterias pertenecientes al
género Vibrio patbgenas para organismos en cultivo se encuentran: Tetraselmis
sp., Skeletonema costatum, Chlorella minutissima, Chaetoceros muelleri, C.
calcitrans, Nitzschia sp., Dunaliella sp., Navicula sp. e I. galbana (Austin y Day,
1990; Rico-Mora et al., 1998; Naviner et al., 1999; Olsen et al., 2000; Salvesen et
al., 2000; Lio-Po et al., 2005; Huervana et al., 2006; Makridis et al., 2006; Eiler et
al., 2007; Terekhova et al., 2009; Avila-Villa et al., 2011).

Es preciso sefialar que en algunos cultivos las concentraciones indetectables de
Vibrio spp. se consiguieron durante la fase exponencial del crecimiento de las
especies microalgas y tal efecto se conservo hasta que se los cultivos alcanzaron
la fase estacionaria. En algunos otros experimentos, como en aquellos donde se
realizaron cultivos en conjunto con V. harveyi, el efecto inhibitorio no se consiguio
hasta que el crecimiento de las especies de microalgas alcanzd la fase
estacionaria. Se ha visto que ciertos parametros como la fase de crecimiento de
cultivo, la densidad celular y la tasa de crecimiento exponencial pueden tener
efectos sobre la actividad antibacteriana de una especie de microalga en particular
(Sanchez-Saavedra et al., 2010). En este sentido, algunos autores mencionan que
en etapas donde el crecimiento de los cultivos es mas lento, esto es durante el
final de la fase exponencial y en la fase estacionaria, es cuando se produce la
mayor cantidad de metabolitos organicos en comparacion con la fase exponencial
(Salvesen et al., 2000; Skulberg, 2000; Terekhova et al., 2009). Por esta razon, es
posible que la cantidad de compuestos con actividad antimicrobiana liberados al
medio sean mayores durante esta fase, resultando en las bajas concentraciones
de bacterias tipo Vibrio encontradas. Explicaciones alternas a ésta incluyen la alta
concentracion de otras especies de bacterias encontradas en esta fase, las cuales
tienen un efecto de exclusién competitiva al poseer una mayor capacidad para
utilizar los exudados provenientes de las células fitoplanctonicas (Rico-Mora et al.,
1998; Salvesen et al., 2000; Makridis et al., 2006).
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Los mecanismos de accion asi como la naturaleza de la mayoria de los
compuestos liberados por las microalgas aun permanecen poco claros, a pesar del
gran potencial que representan los compuestos producidos para la obtencion de
nuevos farmacos y son escasos los trabajos en los que se ha llegado a realizar la
identificacion de estos metabolitos con actividad biolégica. Sin embargo, se han
realizado diferentes estudios en los que se menciona que estos compuestos
pueden ser &cidos grasos o derivados de estos como los aldehidos
polinsaturados, cinamaldehidos y sus derivados, bromofenoles, brevetoxinas,
acidos organicos, péptidos, polisacaridos y alcoholes (Skulber, 2000; Fistarol et
al., 2003; Mundt et al., 2003; Barckman et al., 2008; van Rijssel., 2008; Leflaive y
Ten-Hage, 2009). En algunos estudios se ha demostrado que las diatomeas son
capaces de producir compuestos antibacterianos derivados de acidos grasos
libres y las asterionelinas A, B y C con funcién de grupo diazotato, el cual es un
grupo que presenta isomeria con el grup azoxi que se encuentra frecuentemente
en antibiéticos como la elaiomicina. Otros compuestos interesantes que se han
aislado de la diatomea Nitzschia pungens son lactonas, las bacillariolidas | y II, las
cuales se derivan del cierre del anillo del acido eicosapentanoico (EPA) en los
carbonos 4 y 6 (Shimizu, 1993). Hasta el momento se sabe que los acidos grasos
pueden actuar de forma bactericida o bacteriostatica y son utilizados por muchos
organismos como mecanismo de defensa contra parasitos y bacterias (Deesbois y
Smith, 2010). Los &cidos grasos de cadena corta son capaces de inhibir el
crecimiento de Vibrios patdgenos luminiscentes y su eficiencia es dependiente del
pH del medio, necesitando 10 veces mas acidos grasos en incrementos de una
unidad de pH (Defoirdt et al., 2007). El grado de actividad antibacteriana esta en
funcién de la longitud de la cadena de carbonos y de la presencia, numero,
posicion y orientacion de en laces dobles. Por lo regular los acidos grasos libres
insaturados tienden a ser mas activos que los saturados, aun cuando cuenten con
la misma longitud de la cadena de carbonos. Los enlaces dobles en los acidos
grasos libres insaturados normalmente tienen orientacion cis, los cuales tienden a

presentar una mayor actividad antibacteriana que los que poseen una orientacion
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trans. Esto posiblemente se deba a que la orientacion trans en los acidos grasos
libre insaturados es similar a la estructura de los acidos grasos libres saturados,
los cuales presentan una menor actividad antibacteriana. Su sitio de accion es la
membrana celular, donde interfieren en la cadena de transporte de electrones y en
la fosforilacion oxidativa, afectando a la generacion de ATP en la célula,
impidiendo que alcance los niveles de energia necesarios para sobrevivir e
inhibiendo la actividad enzimatica. Ademas, al insertarse en la membrana celular
interna de la bacteria, los &cidos grasos insaturados incrementan la fluidez y
permeabilidad de la membrana, permitiendo que el contenido celular se libere
debido a la lisis celular y ocasione inhibicién del crecimiento e inclusive la muerte
de la célula. Otros procesos en los que los acidos grasos libres pueden interferir
es en la toma de nutrientes como aminoacidos, al unirse o desplazar a las
proteinas transportadoras localizadas en la membrana (Desbois y Smith, 2010).
Sin embargo, las bacterias pertenecientes al género Vibrio estan protegidas por
una pared celular, misma que les confiere una cierta resistencia a los acidos
grasos libres. En este sentido es necesario que se realicen mas estudios que

permitan elucidar el mecanismo de accidn antibacteriana en estas especies.

A pesar de lo antes discutido, en los experimentos con |. galbana CCMP y en retos
con diatomeas como N. byskanterae contra V. algynoliticus se obtuvieron
respuestas inhibitorias a pocos dias de iniciar los experimentos, aun cuando las
especies de microalgas no alcanzaban su fase estacionaria. Se ha descrito acerca
de la capacidad de algunas microalgas como Fibrocapsa japonica de inhibir la
luminiscencia de V. fisheri a bajas densidades celulares, esto es, durante la fase
exponencial de crecimiento, cuando las tasas de crecimiento de la microalga son
mas altas. En este trabajo se afirma que la produccién de metabolitos secundarios
esta regulada por la tasa de crecimiento, por lo que existe la posibilidad que en
fases donde la tasa de crecimiento es mayor, la produccion de metabolitos

secundarios se favorezca (van Rijssel et al., 2008).
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En diversos trabajos se ha descrito también que ciertas especies de microalgas
son productoras de especies de oxigeno reactivo (EOR) en etapas donde los
cultivos se encuentran en fase exponencial, esto es con bajas concentraciones
celulares. Estas EOR comprenden moléculas como peroxido de hidroégeno (H205),
radicales como el radical hidroxi (OH) y el anion superoxido (O2). Las ROS son
agentes oxidantes fuertes, son citotoxicas a través del dafio del ADN vy la
peroxidacion de los lipidos, debido a su capacidad de reaccionar con el ion
hidroxilo (OH), el cual también es altamente reactivo. En las proteinas la
oxidacibn de las cadenas de aminoacidos puede resultar en cambios
conformacionales y pérdida de actividad asociada a estos cambios (Marshall et al.,
2005, Desbois y Smith, 2010). En este sentido, Marshall et al. (2003) afirman que
estas EOR juegan un rol como co-factor en la toxicidad de acidos grasos libres,
como el acido eicosapentandico (EPA), al encontrar que la toxicidad de este acido
graso se incrementa tres veces en la presencia de superoxido. En un trabajo
posterior, encontraron que la presencia de superoxido generado por la xantina
oxidasa inhibio la bioluminiscencia de V. fischeri y este mismo resultado se
observo cuando realizaron una combinacion de diferentes concentraciones de
EPA y superoxido (Marshall et al., 2005). El trabajo realizado por van Rijssel et al.
(2008) también sugiere que la actividad de F. japonica sobre V. fischeri
probablemente se deba a un efecto sinérgico entre los acidos grasos
polinsaturados (PUFA’s) y hemolisinas dependientes de la luz indicando que los
compuestos involucrados también podrian ser las brevetoxinas y EOR producidas
por la especie de microalga, aunque no realizaron la identificacion de los

compuestos.

Los tiempos de inhibicibn de cada especie de Vibrio utilizada fueron
significativamente diferentes, siendo V. harveyi la especie que presentdé mayor
resistencia. Estas diferencias en la respuesta de inhibicion pueden ser debido a
gue el efecto de los diversos compuestos producidos por las microalgas actian en

una forma especie-especifico, por lo que cada especie de bacteria puede
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presentar una tolerancia diferente a la presencia de un compuesto en particular.
Liao et al. (2003) afirman que muchos de los extractos salinos de E. serra y P.
capillacea poseen actividad selectiva contra V. pelagius y V. vulnificus, sin
embargo, no encontraron un efecto sobre V. neresis. Marques et al. (2006)
encontraron una mejor proteccién contra V. campbellii y V. proteolyticus cuando se
utiliza una cepa con buen perfil de &cidos grasos de Dunaliella tertiolecta en
cultivos de Artemia, que cuando se utiliza una cepa con diferente perfil de acidos
grasos de la misma especie de microalga. Esta consideracion de especificidad
también es mencionada por Sanchez-Saavedra et al. (2010) al encontrar
diferencias en los radios de inhibicién de diversas bacterias patdgenas utilizando
extractos organicos de seis especies de microalgas. Aunado a esto se sabe que
los exudados son caracteristicos de las algas que los secretan (Grossart y Simén,
2007), lo cual podria explicar en parte las variaciones en los tiempos de inhibicion,

aun tratandose de la misma cepa de bacteria.

En general, los cultivos de diatomeas presentaron altas concentraciones de otras
especies de bacterias heterotroficas, llegando inclusive a alcanzar cantidades
cercanas a 7x10” UFC/ml, en tanto que los cultivos con |. galbana CCMP no
sobrepasaron los 8 x10° UFC/ml. Ademéas, la abundancia de bacterias
heterotréficas aumentd conforme al tiempo en cada uno de los experimentos,
encontrando las mayores densidades en la fase estacionaria. Esta abundancia de
bacterias heterotroficas es posible gracias a que en los afloramientos de
fitoplancton se producen altas cantidades de materia organica particulada (MOP) y
disuelta (MOD) asi como la lisis de las células de fitoplancton, las cuales son las
fuentes de carbono para las bacterias heterotrofas promoviendo su proliferacion
(Gomez-Gil et al., 2002; Shafer et al., 2002; Eiler et al., 2007). Se ha demostrado
gue las bacterias tienen la capacidad de colonizar a las células fitoplancténicas
principalmente cuando se encuentran en etapas senescentes o cuando estan
formando agregados (Grossart et al., 2006). Adicionalmente la mayoria de las

bacterias pelagicas poseen una gran variedad de enzimas hidroliticas, las cuales
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les permiten utilizar de manera eficiente el material organico exudado por el

fitoplancton (Grossart, 1999).

Existe evidencia que las diatomeas soportan comunidades bacterianas Unicas, con
marcada diversidad genética inclusive entre diferentes fases de crecimiento. Esto
podria tener efecto en el tipo de material organico producido por las especies de
microalgas, puesto que la liberacion de sustancias especificas podria requerir la
presencia de una cierta variedad de poblaciones bacterianas para el
procesamiento del material organico (Shafer et al., 2002). Las diatomeas
producen exopolisacaridos que utilizan para la formacion de sus colonias y
adhesion a diferentes superficies, los cuales a su vez, pueden servir como sustrato
para la proliferacion de bacterias (Guerrini et al., 1998; Smith y Underwood, 1998).
Comunmente los polisacaridos extracelulares de las diatomeas estan compuestos
de ramnosa, fucosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa, siendo estos dos
ultimos sacéridos los mas abundantes (Bruckner et al., 2008). La colonizacién de
superficies por microalgas provee un ambiente enriquecido debido a la
disponibilidad de exudados algales, mismo que puede soportar altas tasas de

crecimiento bacteriano (Murray et al., 1986).
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Capitulo VI

Conclusiones

El crecimiento de las diferentes especies de microalgas utilizadas en esta
investigacion puede favorecerse o afectarse por la adicion de ciertas especies de
bacterias.

La adicion de bacterias tipo Vibrio a los cultivos de I. galbana CCMP contribuyo a
alcanzar densidades celulares mayores que las densidades encontradas en los

cultivos control.

Las especies de microalgas utilizadas en este estudio poseen alta actividad
antibacteriana sobre Vibrio alginolyticus, V. campbellii y V. harveyi, siendo I.

galbana CCMP la especie de microalga que mostroé una mayor actividad.

Entre las especies de diatomeas que destacaron por su actividad antimicrobiana
contra las especies de Vibrio utilizadas se encuentran N. byskanterae, N. incertay

la cepa 2B.

La inhibicién del crecimiento de las especies de bacterias se presentd hasta la
fase estacionaria del crecimiento de los cultivos de microalgas. En algunos casos
el efecto inhibitorio puede presentarse en la fase exponencial, perdurando hasta la

fase estacionaria de los cultivos de microalgas.

La susceptibilidad a los compuestos producidos por las especies de microalgas
fue diferente entre especies de bacterias, resultando en tiempos de inhibicién

distintos para cada especie bacteriana. La especie de bacteria mas susceptible a
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inhibiciébn fue V. alginolyticus, mientras que la especie mas resistente a la

inhibicion fue V. harveyi.

Los cultivos de las especies de microalgas soportaron altas densidades de
bacterias heterotroficas, indicando un efecto selectivo de los compuestos

antibacterianos sobre especies del género Vibrio.
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Capitulo VIII

Recomendaciones

Es necesario llevar a cabo la caracterizacion e identificacion del compuesto que
posee actividad antibacteriana, mediante técnicas cromatograficas como la
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC por sus siglas en inglés) o
cromatografia de gases, y realizar estudios que permitan elucidar el mecanismo

de accion y toxicidad del compuesto de interés.

Aumentar la cantidad de especies de bacterias a utilizar en los ensayos, para

conocer el espectro de inhibicion del compuesto producido.

Se recomienda realizar experimentos utilizando la alternativa de aguas verdes
con las especies de microalgas y bacterias utilizadas en este estudio, con la
finalidad de corroborar la eficiencia del compuesto producido in vivo por las
especies de microalgas para inhibir el crecimiento de bacterias patdégenas en

cultivos de diferentes organismos de importancia acuicola.
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Figura 13.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en
conjunto con N. incerta (). Filtrado de 10 ml.
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Figura 14.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. laevis cepa C (o). Filtrado de 10 ml.
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Figura 15.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. byskanterae ( o). Filtrado de 10 ml.
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Figura 16.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con la cepa 2B ( o). Filtrado de 10 ml.
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Figura 17.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con N. frustulum var. perminuta ( e ). Filtrado de 10 ml.
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Figura 18.- Valores promedio y desviacion estandar de la densidad de a: V. alginolyticus; b: V.
campbellii y c: V. harveyi (BTCBS/ml: x y bacterias heterotroficas UFC/ml: m ) cultivadas en

conjunto con la cepa 5B ( o). Filtrado de 10 ml.



