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En los cultivos acuicolas, las bacterias afectan principalmente en etapas tempranas de
desarrollo, causando alta mortalidad. En el caso de los peces marinos, la mayoria de las especies
que se cultivan son alimentadas con rotiferos (Brachionus plicatilis o B. rotundiformis), que presentan
una carga bacteriana alta, a la cual se le atribuyen eventos de mortalidad. Sin embargo, se ha
observado la presencia de bacterias patégenas en los cultivos exitosos de rotiferos. Esto sugiere que
entre la flora bacteriana presente en los cultivos existen bacterias que controlan a las bacterias
patdgenas y podrian ser usadas como probicticos en el cultivo de larvas de peces marinos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si las bacterias viables cultivables presentes en un
cultivo de rotiferos pueden ser utilizadas como probiéticos en el cultivo de peces marinos, utilizando
a las larvas de corvina blanca Atractoscion nobilis como organismos de prueba.

Se evalud la carga bacteriana del cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis de la Unidad de
Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de
Baja California (UBP). Se tomaron muestras de rotiferos en todo el proceso del cultivo y se
extrajeron las bacterias asociadas, se sembraron en medios Zobell, M65, TCBS y Pseudomonas.
Las bacterias se aislaron y purificaron por medio de sembrados consecutivos. Para evaluar la
patogenicidad de las cepas aisladas, las larvas de corvina se expusieron a un bafio de bacterias a
dos concentraciones (5x104 y 5x106 células ml1), se realizaron 3 ensayos con 6 réplicas por
tratamiento. Los huevos de corvina se obtuvieron del instituto Hubbs Seaworld research. También se
evalud la capacidad vibriostatica de las cepas al enfrentarlas in vifro con una cepa de Vibrio
alginolyticus ATTC 17749. La capacidad probittica se evalué in vivo exponiendo las larvas a un bafio
con las bacterias aisladas y a las 48 horas se adiciond un inéculo de V. alginolyticus.

Los rotiferos presentaron mayor carga bacteriana después de ser enriquecidos, el lavado de
los rotiferos fue eficiente aunque sélo elimind las bacterias libres en el cultivo. En los ensayos de
patogenicidad se encontré una supervivencia de las larvas de corvina mayor al 70% por lo que las
cepas aisladas no fueron patégenas para la especie, a excepcion de la cepa RotA2 que en un
ensayo produjo una supervivencia del 28 %. V.alginolyticus tampoco fue patégena para las larvas de
corvina al no mostrar diferencia significativa con el tratamiento control. Las larvas de corvina blanca
mostraron la mayor supervivencia en presencia de las cepas RotA6 y RotA5 . En el ensayo gota a
gota in vitro se observo que las cepas RotA5, RotA6 y RotA8 inhibieron a V. alginolyticus a los 5 dias



y alos 15 dias de ser inoculadas. Mientras que, en el ensayo de difusion se observé que las cepas
RotA5, RotA6 y RotA8 lograron crecer sobre la cepa de V. alginolyticus. Solo RotA8 inhibi6 el

crecimiento de V. alginolyticus.
Al evaluar la capacidad probiotica in vivo se observd que las cepas RotA6 y RotAS

produjeron la mayor supervivencia en las larvas de corvina blanca, sin embargo no se observaron

diferencias significativas con las otras cepas y el control.
Seguin los ensayos realizados las cepas RotAG, RotA4, RotAS y RotA8 podrian considerase

como probidticos potenciales para el cultivo de larvas de corvina. Sin embargo no se encontraron
diferesncias significativas en la supervivencia de las larvas expuestas a las diferentes condiciones..

Palabras clave: Probitticos, larvas de peces marinos, corvina blanca, rotiferos, Vibrio alginolyticus
ATCC 17749.



ABSTRACT of the thesis of GERARDO SANDOVAL GARIBALDI, presented as partial requirement,
for the obtaining of the MASTER IN SCIENCES degree with orientation in Aquaculture. Ensenada,

Baja, California, México. December of the 2006.

EVALUATION OF BACTERIA STRAINS FROM CULTURE OF ROTIFERS (Brachionus plicatilis) AS
THE CANDIDATES FOR USE LIKE PROBIOTIC IN WHITE SEABASS (Atractoscion nobilis) larvae.

In aquaculture, bacteria affect mainly the early life stages of development, causing high
mortality. In marine fish aquaculture, the majority of species are fed with rotifers (Brachionus plicatilis
or B. rotundiformis), that in general have a high bacterial load that has been associated to significant
mortality rates. Nevertheless, the presence of pathogenic bacteria has been reported in successful
rotifer cultures. This suggests that along with the pathogenic bacteria the culture have other types of
bacterial flora that provide a control over the pathogens and could be used as probiotics in the
cultivation of marine fish larvae _

The objective of this work was to evaluate if the viable bacteria in a rotifer culture can be
utilized as probiotics in the cultivation of marine fish larvae, utilizing white seabass (WSB) larvae
(Atractoscion nobilis) as a test organism.

Bacterial load was evaluated in the routine rotifer (B. plicatilis) culture maintained at the Unit
of Biotechnology of Fish culture of the Faculty of Marine Sciences of the Autonomous University of
Baja California (UBP). Samples were taken prior to feeding WSB larvae and were cultivated on
Zobell, M65, TCBS and Pseudomonas bacteriological medias. The bacteria were isolated and
purified through consecutive cultures. To evaluate the pathogenicity of the isolated bacteria, WSB
larvae were exposed to two bacterial concentrations (5x104 and 5x108 cells ml'), in 3 trials with 6
replicas each one. The WSB eggs were obtained of the Hubbs Seaworld Research Institute. The
vibriostatic capacity of the isolated bacteria was evaluated in vitro, with Vibrio alginolyticus ATTC
17749. The probiotic capacity was evaluated in vivo exposing the larvae to isolated bacteria and at
48h were inoculated with of V. alginolyticus.

The rinsing of the rotifer culture prior to feeding was efficient although it only eliminated free
bacteria. Rotifers presented a greater bacterial load after enrichment. Seven bacteria strains were
isolated, six Gram positive and one is a Gram negative. In pathogenesis trials survivorship of the
WSB larvae was greater than 70% for which the bacteria strains are not considered pathogens for
this species, except for the isolate RotA2 that produced a lower survival rate 28%. Also V.
alginolyticus was not a pathogen for WSB larvae and significant differences were shown with the
control. The larvae showed the highest survival in the presence of the strains RotA6 and RotA5, and
no vibriostatic capacity was established for the isolated strains.

Probiotic capacity was evaluated in vivo, were strains RotA6 and RotA5 produced greater
survival of white seabass larvae, although statistical differences with other strains and the control
were none clearly established.

According to the trials strains RotAB, RotA4, RotA5 and RotA8 could be considered with

probiotic potential for the sea bass larvae cultivation.

Keywords: Probiotics, marine fish larvae, white sea bass, rotifers, Vibrio alginolyticus ATCC 17749,
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|. INTRODUCCION

El principal propoésito inicial de la acuicultura fue la satisfaccidn de la demanda alimenticia
mediante el cultivo de especies herbivoras con poco valor comercial. Sin embargo, el mercado ha
propiciado el desarrollo del cultivo de especies con alto valor comercial como el salmén y el
camaron, también se encuentran especies carnivoras como el hipogloso que se cultiva en Europa o
el lenguado que se cultiva en Asia (Naylor ef al, 2000). La acuicultura ofrece la posibilidad de
controlar una parte de la historia de vida de las especies, por ejemplo el cultivo de anguilas en
Japén y Europa y/o el cultivo de atin en Australia, México y Japén. Estos cultivos se basan en la
captura de larvas, juveniles o adultos silvestres, los cuales se engordan hasta alcanzar la talla
comercial (Naylor et al., 2000). En un nivel superior de desarrollo de la acuicultura, es posible el
cultivo controlando todos los estadios de vida, como es el caso de Sparus aurata, Dicentrarchus
fabrax e Hippoglossus hippoglossus en Europa y de algunas corvinas, bagres y tilapias en varios

paises en diferentes regiones del mundo (Bromage y Roberts, 1995).

El cultivo de una especie entrafia diferentes retos, entre los méas relevantes estan los que se
presentan en los estadios tempranos de desarrollo (Dhert et al., 1998), algunos limitan la produccion
- 0 en casos extremos eliminan la posibilidad de cultivarlos comercialmente.

En los estadios tempranos de desarrollo, los efectos sinergisticos de las condiciones
ambientales (temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, etc.) y de los factores bioldgicos (calidad de
los huevos, nutricion de los progenitores y de las larvas, la carga bacteriana, etc.), determinan la
supervivencia de las larvas y juveniles. En la acuicultura se han desarrollado tres estrategias de
produccion: extensivas, semiextensivas e intensivas y en cada una, se lidia con estos factores

ambientales y biolégicos en forma distinta. La diferencia radica en el nivel de tecnificacién y en el



control de los parametros ambientales. En los sistemas extensivos, el éxito del cultivo depende de
las condiciones naturales del medio, en tanto que en los cultivos intensivos se controlan todos los
factores bidticos y abidticos (Lee, 2003).

En la acuicultura intensiva, el control del ambiente fisicoquimico permite precisar e
incrementar la densidad de los organismos cultivados, utilizando al méaximo el volumen de agua
disponible. Esta condicion lleva al sistema a su maxima capacidad de carga, donde se registra la
maxima utilizacion del oxigeno disuelto y se producen grandes cantidades de desechos
nitrogenados y de materia organica disuelta y particulada. Esto provoca que el medio de cultivo sea
un sitio idéneo para el desarrollo de bacterias, estos microorganismos, constituyen uno de los
principales agentes que inciden negativamente en la supervivencia de los organismos cultivados,
aunque los embriones y larvas son los estadios mas susceptibles (Dhert et al., 1998; Olafsen, 2001;
Lee, 2003).

Tradicionalmente, en los sistemas de cultivo intensivos, las bacterias se combaten desde el
momento en que ocurre la puesta de los huevos, se desinfectan con diferentes agentes quimicos
para eliminar y controlar el crecimiento de bacterias y protozoarios (Douillet y Holt, 1994; Dhert et
al., 1998; Douillet y Piquering, 1999; Lee y Ostroski, 2001; Chiu Liao et al., 2001). Por lo general,
después de la desinfeccion de la cubierta externa de los huevos y del equipo empleado en su
manejo, queda una superficie limpia para que se desarrolle cualquier microorganismo, incluyendo
las bacterias oportunistas que generalmente presentan tasas de crecimiento més elevadas. Estas
bacterias, que pueden preexistir en el cultivo, también pueden llegar por el aire, por el alimento
suministrado (microalgas, rotiferos, copépodos o Artemias) o pueden proliferar por la aplicacion

erronea de medidas profilacticas.



Cuando se cultivan organismos acuaticos, las bacterias presentes en el agua se pueden
introducir en el organismo durante el proceso de ventilacion, cuando beben agua y a través del
alimento que consumen. Las bacterias entran en contacto con las larvas colonizando la mayor parte
de sus tejidos, por ejemplo el sistema digestivo, el tegumento de la larva, las branquias y la vejiga
gaseosa (Marty, et al., 1995; Olafsen, 2001; Trotter et al., 2001; Lee, 2003). Estas bacterias pueden
ser causantes de la mortalidad que se presenta en los cultivos larvales. (Makridis et al., 2000a;
Olafsen, 2001; Lee, 2003).

La mayoria de las larvas de peces marinos son alimentadas con rotiferos y nauplios o
adultos de Artemia (Dhert et al., 1998; Lee y OstrOski, 2001; Chiu Liao et al., ,2001; Fishimi, 2001;
Sawada et al., 2005). Durante varios afios, se ha estudiado el efecto del enriquecimiento de los
rotiferos con vitaminas o acidos grasos poliinsaturados sobre el crecimiento larval (Watanabe y
Kiron, 1994). También se ha estudiado el efecto de las bacterias en la colonizacion del sistema
digestivo (Gatesoupe, 1991; Makridis et al., 2000a) y en la supervivencia de las larvas en cultivos
experimentales y en las granjas de produccién comercial (Olafsen, 2001; Lee, 2003).

Para contrarrestar los efectos nocivos de las bacterias patégenas en los cultivos de larvas
de peces se utilizan antibioticos sin embargo, su aplicacion conlleva costos elevados y en la
mayoria de los casos ha propiciado el desarrollo de cepas resistentes, ya sea por suministrar dosis
menores a las recomendadas o porque las bacterias pueden transferir su resistencia a otras que
nunca han estado en contacto con el antibiotico (Dixon 1994; Lee, 2003; World Health Organization
(WHO)antimicrobial resistanse fact sheet 1941).

Desde mediados de la década de 1980 a 1990 se han empleado vacunas en los cultivos, lo

que ha generado una disminucion en el empleo de antibiéticos y en casos como el de Noruega, se

', hitp://www.who.int/int-fs/en/fact194.html




ha incrementado la produccidn de 50,000 a 350,000 toneladas métricas (Verschuere et al., 2000;
WHOT).

Para controlar los microorganismos causantes de enfermedades en la acuicultura,
diferentes investigadores han optado por sustituir los antibitticos por vacunas, inmunoestimulantes
y probioticos (Subasinghe, 1997, Gomez-Gil ef al., 2000; Makridis et al., 2000b; Vershuere et al.,
2000; Irianto y Austin, 2002).

Una de las alternativas mas alentadoras se encuentra en el empleo de probitticos. Los
probidticos son microorganismos, principalmente bacterias, que protegen al organismo en cultivo de
los agentes patogenos, al proporcionar un equilibrio entre las poblaciones bacterianas y generar un
bienestar en el hospedero o en el organismo cultivado (Gram et al., 1999).

Los probidticos se han utilizado en el cultivo de los estadios larvales del camarén y se han
obtenido resultados favorables en la produccion. Griffith (1995) menciona que posteriormente al
empleo de los probitticos en el cultivo de camardn en Ecuador, la produccion se incrementd 35 % y
se redujo el empleo de antibidticos hasta en un 94%. El empleo de probidticos en el grupo de los
peces esta mejor representado en especies de agua dulce y en especies de peces marinos de
crecimiento lento como los lenguados. El empleo de Pseudomonas fluoresens en el cultivo de
truchas infectadas con Vibrio anguillarum, redujo la mortalidad acumulada durante 7 dias de 47% en
el grupo control a 32% en el grupo infectado (Gram et al., 1999).

Entre los peces con mayor expectativa de desarrollo comercial en Norte América se
encuentran las especies de la familia Sciaenidae, como la corvina roja (Sciaenops ocelatus), la
corvina boca anaranjada (Cynoscion xanthulus), la trucha marina (Cynosscion nebulosus) y la

corvina blanca (Atractoscion nobifis) (Thomas ef al, 1995; Drawbridge y Kent, 1997). En los



protocolos de cultivo de estas especies se ha reportado el empleo de antibidticos y otros agentes
quimicos, pero no se ha evaluado el uso de probitticos.
El propdsito de este trabajo consistio en evaluar la factibilidad de emplear alguna cepa

bacteriana, aislada de los cultivos de rotiferos, como probittico en el cultivo de las larvas de corvina

blanca.

Il ANTECEDENTES

[I.1 La corvina blanca

La corvina blanca Atractoscion nobilis es un sciaenido originario del Océano Pacifico.
Se distribuye desde las costas de Alaska, Estados Unidos de América (EUA), hasta las costas
de Baja California Sur, México, incluyendo una poblacién aislada en el Golfo de California,
México (Moser et al., 1983).

La corvina blanca es un ejemplar importante en las pesquerias comerciales de
California (EUA) y Baja California (México), también es una especie codiciada en la pesca
deportiva que se realiza en el sur de California. Debido a la sobreexplotacion, se ha reducido el
tamanfo de sus poblaciones, por lo que desde 1931 se establecieron restricciones para su pesca
en el Estado de California (Vojkovich y Reed, 1993)

La corvina blanca es una especie con gran expectativa para el cultivo comercial, debido
a que tiene una tasa de crecimiento alta (alcanza 1kg en 7 meses), tiene una época de desove
larga y su reproduccion se realiza de manera espontanea en cautiverio, ademas su carne tiene

una excelente calidad para el consumo humano (Vojkovich y Reed, 1993; Drawbridge y Kent,



1997). Sus larvas son grandes y en cultivo pueden alimentarse con nauplios de artemia desde
su primera alimentacion exdgena. Sin embargo, en los primeros protocolos del cultivo se
emplearon rotiferos (Kim, 1987) y alin se recomienda su utilizacién para la primera alimentacion
(Lazo-Corvera, comunicacion personal).

Desde 1983, la corvina blanca se cultiva con fines de repoblacion en el “Hubbs-Sea
World Research Institute” (H-SWRI) en San Diego, California (EUA). En este centro, producen
juveniles a partir de huevos obtenidos de reproductores silvestres mantenidos en el laboratorio,
en condiciones controladas de Iuz y temperatura (Kent y Drawbridge, 1995). Recientemente,
han iniciado un proyecto de cultivo piloto en jaulas flotantes para evaluar y determinar su
factibilidad tecnica y econdmica.

Los estudios relacionados con los estadios tempranos del desarrollo de la corvina
blanca se refieren a aspectos ecoldgicos, morfolégicos y del cultivo. Mosser et al. (1983)
describieron sus huevos y larvas, Dutton (1989; 1992) realiz6 trabajos relacionados con la
ecologia alimenticia y el éxito en la captura del alimento con relacion a la experiencia de las
larvas. Kim (1987) describio la supervivencia y el crecimiento durante la etapa larval de la
corvina blanca, en relacion con la densidad de siembra y la concentracion de alimento.
Valverde-Chavarria (2002) describié la ontogenia del sistema digestivo y sus enzimas. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha presentado algln estudio relacionado con el empleo de algn

probidtico en el manejo del cultivo larval de esta especie.



1.2 Probioticos.

La primera definicién de lo que se entiende por probidtico estéd ligada al desarrollo del
sistema digestivo de los organismos. Fuller (1992) considerdé como un probidtico a un
microorganismo vivo, que al ser suministrado como complemento alimenticio genera un balance
microbiano en el tracto digestivo del consumidor. Esta definicion se aplicd inicialmente a los
organismos cultivados en granja (como son pollos, vacas y cerdos) y después se aplicd a los
humanos. Posteriormente, Gram et al. (1999) consideraron como probiético a cualquier preparacion
de microorganismos vivos, capaz de generar un bienestar al hospedero y un balance en la
poblacion microbiana de su sistema digestivo. Mientras que, Salminen et al. (1999) consideraron
que los microorganismos no necesariamente requerian estar vivos para generar un bienestar en la
salud del organismo cultivado. Sin embargo, se considera que un probidtico es un microorganismo o
una mezcla de ellos, que promueve efectos benéficos al organismo del hospedero, al establecer un

balance en su flora microbiana (Verchuere et al., 2000).

En la acuicultura se debe tener en consideracién la constante e intima interaccion entre el
organismo y el ambiente. En los cultivos acuéticos, el medio es un sustrato para el crecimiento de
microorganismos y los organismos cultivados estan en contacto constante con ellos a través de la
piel y del tracto digestivo, ya que cuando se alimentan y beben agua los ingieren. Esta condicion
provoca que, en los organismos acuaticos el tracto digestivo no sea una entidad independiente del
medio, tal como ocurre en los organismos terrestres (Gémez-Gil et al., 2000; Verschuere et al.,

2000; Irianto y Austin, 2002).

Los probiéticos se han empleado con éxito en los cultivos de crustaceos, moluscos bivalvos,



peces y en los cultivos de apoyo, como microalgas, rotiferos y en los diferentes estadios de Artemia
(Gomez-Gil et al., 2000; Verschuere et al., 2000; Irianto y Austin, 2002).

Se han propuesto varias acciones para seleccionar un probiético, sin embargo, Gomez-Gil
et al. (2000) y Vershuere et al. (2000) coinciden en que la mejor ruta critica es: 1) Recopilar
informacién, 2) Aislar el posible probidtico, 3) Evaluar la patogenicidad del posible probidtico, 4)
Evaluar la capacidad del posible probiético ante cepas patdgenas, 5) Evaluar el efecto del posible

probidtico sobre el organismo en que se emplearan y 6) Realizar un anélisis de costo-beneficio.

[1.3 Empleo de probiéticbs en el cultivo de peces.

En los cultivos de peces marinos, la mayor mortalidad se presenta en el estadio larval y en
la mayoria de los casos se asocia a la accién bacteriana (Dhert et al. 1998; Olafsen, 2001; Lee,
2003). El principal problema que se ha presentado esta relacionado con la carga bacteriana
asociada al alimento de las larvas, principalmente en los rotiferos y nauplios o adultos de Artemia
(Nicolas et al.,1989; Lee, 2003).

Las bacterias presentes en los cultivos de rotiferos alcanzan densidades de 107 células ml-!
y es comun encontrar especies pertenecientes a géneros asociados con enfermedades comunes,
como son Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Oceanospirillum, Alteromonas, Acinetobacter y
Flavobacterium (Nicolas et al., 1989; Verdonck et al., 1994; Verdonk et al., 1997, Rombaut et al.,
2001). Adicionalmente, durante el proceso de enriquecimiento de los rotiferos, que tiene como
objetivo el proveer a las larvas de las cantidades adecuadas de &cidos grasos esenciales, tambien
se produce un incremento en la carga de bacterias oportunistas, incluidas las patégenas (Skjermo y

Vadstein, 1993; Rombaut et al., 2001). Este crecimiento de bacterias se ha contrarrestado mediante



el empleo de antibioticos (Dehrt et al., 1998; Lee, 2003). Sin embargo, se ha demostrado que el
empleo de estos compuestos no es la mejor opcion (Dixon, 1994). Alternativamente, se han
empleado bacterias productoras de acido lactico, ya que compiten con las bacterias patogenas y
pueden secretar substancias que las inhiben (Ringe y Gatesoupe, 1998; Verschuere et al., 2000).

El estudio de la capacidad probictica de las bacterias del tracto digestivo de los peces se ha
realizado principalmente in vitro, aislando bacterias de organismos en diferentes estadios de
desarrollo (larvas, juveniles y adultos), para estudiar el mecanismo por medio del cual limitan los
efectos nocivos de las especies de bacterias patogenas (Makridis et al., 2005). En algunos casos se
ha empleado al alimento como vector para la inoculacion del probiético, especificamente con
juveniles tempranos, los cuales ya aceptan alimento formulado (Gomez-Gil et al., 2000; Verschuere
et al., 2000). Gatesoupe (1991) adiciond dos cepas de Lactobacillus al cultivo de rotiferos con los
que alimento a las larvas de lenguado (Scophthalmus maximus) y observé un mejor crecimiento con
este tratamiento que en las larvas alimentadas de manera tradicional, sin probiético. Recientemente,
Makridis et al. (2000a) encontraron que se puede colonizar el tracto digestivo de las larvas de
lenguado al alimentarlas con rotiferos enriquecidos con dos cepas de bacterias aisladas de
lenguados adultos, sin embargo, no encontraron algun beneficio. En otro ensayo con larvas de
lenguado del Atlantico, Verner-Jeffeys et al. (2003) encontraron que las bacterias aisladas de los
adultos de la misma especie e inoculadas en el agua de cultivo de las larvas, tampoco producian
alglin beneficio, en comparacion con las larvas cultivadas en agua filtrada y no ofrecian proteccion
ante una cepa patogena de Vibrio anguillarum; este resultado se atribuye a que la cepa de Vibrio
anguillarum, aunque es sumamente patégena se asocia a un sustrato y no prolifera en el agua. Sin

embargo, Makridis et al. (2005) al someter a los embriones y larvas de dorada (Spaurus aurata) a
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bafios con bacterias aisladas de cultivos de alimento vivo, observaron una supervivencia mayor en
las larvas sometidas al bafio de bacterias que en las larvas mantenidas en agua filtrada. De igual
manera, Olsson et al. (1992) han demostrado que con el empleo de probidticos se pueden
contrarrestar los efectos nocivos de las bacterias patégenas como Vibrio anguillarum. Asi mismo,
Gram ef al. (1999) demostraron que Pseudomonas fluoresens (AH2) reduce la mortalidad de las
truchas (de 40g) infectadas con Vibrio anguilarum, de 47% en el grupo control (solo V. angillarum) a
32% en el grupo experimental (con P. fluoresens y V. anguillarum). Lategan et al. (2004) probaron la
eficiencia de Aeromonas media para la proteccion de anguilas contra el hongo Saprolegnia que
frecuentemente se presentaba en su cultivo y encontraron que la proporcion de anguilas enfermas
fue menor en el tratamiento con A. media que en los estanques control (27% y 42%,
respectivamente). Ademas, observaron que al agregar Aeromonas en el tratamiento control, el
nUmero de organismos enfermos disminuyo. Carnevali et al. (2006) suministraron bacterias acido
lacticas (Lactobacillus delbrueckii delbrueckii) a juveniles de lobina Dicentrarchus labrax durante dos
periodos de tiempo y encontraron que en ambos grupos, tratados con bacterias 4cido lacticas, el

peso ganado por los juveniles de lobina fue de 81 y 28 % mayor que el grupo control, al cual no se

le suministraron bacterias.
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lil. HIPOTESIS

En los cultivos de rotiferos, existen bacterias que tienen la capacidad de contrarrestar el

crecimiento de las bacterias patogenas que se presentan en los cultivos de peces marinos.

IV. OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la factibilidad para emplear como probidtico a las bacterias aisladas de un cultivo de

rotiferos.

IV.1. Objetivos Particulares.

IV.1. Evaluar la calidad bacteriologica en un sistema de cultivo del rotifero Brachionus
plicatilis

IV.2. Aislar e identificar las bacterias presentes en el cultivo de B. plicatilis.

IV.3. Evaluar la patogenicidad de las bacterias aisladas de un cultivo de rotiferos para
las larvas de la corvina blanca A. nobilis.

IV.4. Evaluar in vitro la capacidad vibriostatica de las bacterias aisladas del un cultivo de
B. plicatilis.

IV.5. Evaluar in vivo la capacidad probiética de las cepas aisladas del cultivo de B.

\

|
plicatilis.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Cultivo de Rotiferos

El cultivo del rotifero Brachionus plicatilis utilizado para la realizacion de este trabajo, se
mantiene en las instalaciones de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC) Unidad Ensenada. A continuacion se describe el protocolo de
cultivo que se utiliza en la UBP.

Los rotiferos se cultivan en un sistema de recirculacién semicerrado, en columnas de 430 litros
con fondo cénico, provistas de una bomba de agua impulsada por aire “airlift”, para extraer el agua
desde el fondo y evitar la sedimentacion de materia orgénica. El agua bombeada se vierte en un
cedazo colocado en la parte superior del estanque. Este cedazo esta formado por una estructura de
soporte para mantener un filiro de fibra sintetica y esponja, lo que permite el paso de los rotiferos,
pero retiene las particulas suspendidas de un tamario superior a 260 um. El cultivo se mantuvo a
una temperatura de 26 + 1 °C, pH entre 7.3 y 8 y una densidad de cultivo de 100 a 150 rotiferos ml-*
(Monay-Diaz, 2002).

Se cosecharon 350,000 rotiferos utilizando un cosechador cilindrico con luz de maya de 60 ym
(Monay-Diaz, 2002j, en el cual se lavaron durante 25 minutos con agua de mar filtrada hasta una
micra e irradiada con luz ultravioleta (UV). Posteriormente, los rotiferos se concentraron y se
colocaron en estanques de 20 litros con fondo cénico, provistos de aireacién desde el fondo. En

estos estanques los rotiferos se enriquecieron con &cidos grasos poliinsaturados durante 24 h,

utilizando Algamac2000 (Aquafauna Bio-Marine).
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V.2, Calidad bacteriologica de un sistema de cultivo de rotiferos B. plicatilis.

Con la finalidad de estimar la concentracion y tipo de bacterias viables cultivables asociadas al
cultivo de rotiferos, se tomaron muestras en diferentes puntos del sistema de cultivo: columna de
cultivo, de los rotiferos cosechados (lavados con agua de mar) y de los rotiferos enriquecidos
durante 24h.

Las muestras se diluyeron en serie (1:10) con agua de mar al 75% y esterilizada. Para obtener
las bacterias presentes en los rotiferos, las muestras se homogenizaron agitandolas vigorosamente
y posteriormente, una alicuota de 100 pl se sembr6 en placas de medio de cultivo ZoBell para
cuantificar las bacterias heterétrofas totales (BHT), en medio Tiosulfato — Citrato — Bilis — Sacarosa
(TCBS) especifico para bacterias tipo Vibrio (BTV), en medio Pseudomonas para bacterias tipo
Pseudomonas (BTP) y en medio M-65 disefiado por Skjermo y Vadstein (1993) para BHT presentes
en cultivos de rotiferos. Para la siembra se utilizé la técnica de esparcido en superficie, la cual
consiste en esparcir 100 pl de la muestra o sus diluciones con un rastrillo estéril sobre una placa de
medio de cultivo. Se realizaron cinco diluciones consecutivas de cada muestra (10-1, 102, 103, 104
y 10-%) pero solo se sembraron las Ultimas tres. Una alicuota de cada dilucién se sembrd por
duplicado en las cajas con los medios descritos anteriormente. El muestreo se realizo en tres ciclos
de cultivo diferentes.

Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante siete dias, el nimero de colonias se

cuantificd a las 24, 48, 120 y 168 h, al final de este tiempo se calculd el nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC) por mililitro de muestra.
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V.3. Aislamiento e identificacidn de las bacterias presentes en un cultivo de B. plicatilis.

Las colonias de bacterias que crecieron en los diferentes medios de cultivo especificos se
diferenciaron fenotipicamente por su forma, color, apariencia y por el medio de cultivo en el que
crecieron. Las colonias aisladas se purificaron realizando siembras consecutivas en medio ZoBell
(Lépez-Torres, 2000) y en medio M-65 (Skjermo y Vadstein, 1993).

Las cepas purificadas se caracterizaron, fenotipicamente por su forma celular y mediante la
reaccion Gram; con pruebas bioguimicas (oxidasa, oxidacion-fermentacion y catalasa), con pruebas
fisiologicas (crecimiento a diferentes concentraciones de sal, 0, 6 y 8%), asi como por su
crecimiento en los medios McConkey y TCBS y por su susceptibilidad al agente vibriostatico 0/129
(a 10 y 150 pgml') siguiendo las recomendaciones de Hansen y Sgrheinm (1991) para bacterias
aisladas de ambientes marinos. Ademas se empleo el sistema de identificacion rapida APl 20E
(BIOMEREUX, 20100) para bacterias entéricas. La identificacion se basé en el esquema descrito
por Muroga et al. (1987) y el Manual Bergey's (Holt ef al., 1994).

Para obtener la curva de crecimiento de las cepas, se tomaron tres colonias de cada una y se
transfirieron a tres tubos con 30 ml de caldo M-65. Se incubaron a 22.5 °C en agitacion constante
durante 48 horas. Posteriormente, se midi6 la densidad optica (DO) a 600 nm en un
espectrofotémetro (Spectronic 20 Genesis). La concentracién de bacterias se obtuvo utilizando el

estandar de McFarland para bacterias entéricas, se grafico su curva de crecimiento durante 76 h y

se calculé |a tasa de crecimiento de cada cepa.
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V.4. Evaluacion de la patogenicidad de las bacterias aisladas de un cultivo del rotifero B.

plicatilis.
V.4.1 Origen de las larvas de corvina blanca Atractoscion nobilis.

Los huevos de corvina blanca (A. nobilis) se obtuvieron del laboratorio de produccién de peces
marinos Leon Raymond Hubbard Jr., del Instituto de investigaciones Hubbs-Sea World (H-SWRI,
San Diego, California). Antes de iniciar los bioensayos los huevos se lavaron con agua de mar
filtrada hasta una micra e irradiada con luz ultravioleta y se sometieron a un bafio de formol a una

concentracion de 0.1 PPM durante 1h. Posteriormente, se lavaron con agua de mar esterilizada en

autoclave (a 15 Ib de presion y a una temperatura de 120 °C).

V.4.2 Caracteristicas del bioensayo

Las cepas aisladas se cultivaron en caldo M-65 durante 48 h a 22 °C con agitacién continua
(200 rpm). Para concentrarlas y separarlas del medio de cultivo se centrifugaron 20 minutos a 5200
rom (Makridis et al., 2000 a y b), se decant6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en
agua de mar esterilizada, se agitd vigorosamente durante 30 segundos y se centrifugd nuevamente.
Posteriormente, se elimind el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron con agua de mar
esterilizada. Se midio su concentracion usando un espectrofotometro (Smart spec 3000 de Bio Rad)

a una densidad dptica de 600 nm utilizando el estandar de McFarland.
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Los huevos se desinfectaron en un bafio de formol a 5 PPM y posteriormente se incubaron en
un estanque de 120 | hasta que los embriones eclosionaron. Antes de los ensayos las larvas se
desinfectaron con un bafio de 20 mg I de oxitetraciclina durante dos horas y posteriormente se
lavaron con agua de mar esterilizada y saturada con oxigeno (Verner-Jeffreys et al., 2004).

Las larvas se transfirieron a las placas de cultivo celular de 6 celdas, en un ambiente estéril
creado con dos mecheros Bunsen y en una campana de flujo laminar. Se colocaron grupos de diez
larvas en cada celda y se incubaron a 18 + 1 °C en presencia de cada una de las cepas aisladas.

Se probaron dos concentraciones de bacterias suspendidas en agua de mar esteril, 5x104
células ml'y 5x106 células ml'y dos controles, uno consistié en agua de mar esterilizada y el otro,
en un bafio con Vibrio alginolyticus (ATCC 17749) en las mismas concentraciones de prueba.
Diariamente durante cinco dias se contaron las larvas muertas y en un ambiente estéril se
extrajeron de cada celda. Este bioensayo se realizo sin adicionar alimento ya que las larvas son

alimentadas hasta el 5 dia después de la eclosion (Valverde-Chavarria, 2002).

V.5 Evaluacion in vitro de la capacidad vibriostatica de las bacterias aisladas de un cultivo de

rotiferos B. plicatilis.

La capacidad vibriostatica se evalud por el método de difusion propuesto por Brock y Madigan
(1991) y por el método de gota a gota de Gil Turnes (1988). Para determinar si las cepas aisladas
producen algin metabolito de tipo vibriostatico se realizé una variante del método de difusion
propuesto por Brock y Madigan (1991). Para obtener una muestra representativa de la cepa

bacteriana, las cepas aisladas del cultivo de rotiferos se sembraron en una placa con medio ZoBell
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y se incubaron a 25°C durante 48h. Una vez que crecieron, con un asa se levantaron 3 colonias y se
homogenizaron en agua de mar esterilizada y diluida al 75 % con agua destilada estéril. Esta

solucion se utilizd en ambos bioensayos.

V.5.1 Método de Difusion.

Para este ensayo, se dispersé una muestra de 100 il de la cepa Vibrio alginolyticus en la placa
con medio Zobell y posteriormente se tomaron cuatro gotas de 5 pl de un cultivo de la cepa a
ensayar y se sembraron en un lugar predeterminado en la misma placa. La interaccion de las cepas
se evaluo a los dos, a los cinco y a los 15 dias. Se observd la presencia o ausencia de halos de

inhibicion. Cuando se observo un halo de inhibicion, se procedié a medir su radio y el crecimiento de

la colonia a partir del punto de siembra.

V.5.2 Método Gota a Gota.

El metodo de evaluacion de gota a gota consistio en colocar una gota de 5 ul de cada una de
las cepas de bacterias junto a ofra gota del mismo volumen de la bacteria V. alginolyticus. La
interaccion entre las colonias que crecieron se evaluo a los cinco dias, para lo cual se consider¢ el
area promedio del crecimiento de cada colonia en razén de su crecimiento comparado con un

control, mediante la formula:

Area cepa vs V. alginolyticus
R = s (1)
Area cepa control (sola)
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Para el tratamiento control se inoculd con 5 ul de la cepa a ensayar en una caja con medio

Zobell, en la cual se medio el area de crecimiento de la cepa.

V.5.3 Produccion de metabolitos con capacidad vibriostatica.

En este ensayo, las cepas aisladas del cultivo de rotiferos y la cepa V. alginolyticus se
cultivaron durante 48 h en caldo M-65 y en caldo Zobell, respectivamente. Estos cultivos se
centrifugaron a 5200 rpm durante 20 minutos. Después, una muestra de 100 pl de V. alginolyticus
se dispersd sobre una placa de medio Zobell. Posteriormente, sobre la placa se colocaron cuatro
discos de papel filtro estéril y sobre cada uno de ellos se vertieron 5 il del sobrenadante de la cepa
a evaluar. Se sembraron dos placas por cada cepa. Las placas se incubaron a 23°C y se observd la

presencia o ausencia de halos de inhibicién a las 24 h, a los 5 y a los 15 dias.
V.6. Evaluacion in vivo de la capacidad probiética de las cepas aisladas del cultivo de rotiferos.

Para evaluar el efecto de las cepas de bacterias aisladas sobre la supervivencia de las larvas
de A. nobilis expuestas a la accion de V. alginolyticus, se procedio de manera similar al ensayo de
evaluacion de la patogenicidad de las cepas aisladas.

Las larvas de corvina se colocaron en un baiio de oxitetraciclina a una concentracion de 20mgl-!
(Verner-Jeffreys et al, 2004) durante dos horas y se lavaron con agua de mar esterilizada.
Posteriormente, se colocaron 10 larvas en cada una de las seis celdas de las cajas de cultivo celular

(Nunc, Roskilde, Denmark), después se agregaron las cepas de bacterias en una concentracion de
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5x106 células mI-'. A los 2 dias de su incubacion, a 20 + 2 °C, se inocularon con una solucién de V.
alginolyticus a una densidad de 5x106 células ml-. Diariamente se contaron las larvas muertas y se
extrajeron en un ambiente estéril. A los tres dias de inocular con V. alginolyticus se evalué la

supervivencia de |as larvas de corvina (Verner-Jeffreys et al., 2003).

V.7. METODO ESTADISTICO

La evaluacion de la carga bacteriana de los cultivos de rotiferos se analizé utilizando estadistica
descriptiva. En los bioensayos para evaluar la patogenicidad y la capacidad probiética de las
bacterias que se aislaron del cultivo de rotiferos, los datos se transformaron con la funcioén arcoseno
utilizando las tablas publicadas por Steel y Torrie (1988). Posteriormente se realizé la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov (Steel y Torrie, 1988). Para evaluar la patogenicidad de las
bacterias aisladas de un cultivo de rotiferos, se aplico un ANOVA de dos vias a los datos
transformados de supervivencia de las larvas de corvina. Las cepas aisladas y las dos
concentraciones utilizadas se consideraron como factores de variacién. Para evaluar in vivo la
capacidad probidtica de las cepas aisladas, se utilizd un ANOVA. de una via a los datos

transformados de supervivencia de las larvas de corvina blanca (Steel y Torrie, 1988).
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VI. RESULTADQOS
VI.1. Calidad bacteriologica de un sistema de cultivo de rotiferos B. plicatilis.

La columna de cultivo de rotiferos tuvo una concentracion promedio de 545x10% unidades
formadoras de colonias (UFCml') de bacterias heterétrofas totales (BHT), mientras que la
concentracién de bacterias tipo Vibrio (BTV) fue de 5.78x108 UFC ml! y de bacterias tipo
Pseudomonas (BTP) fue de 38.61x103 UFC ml. En el cosechador, después de 20 minutos de lavar
a los rotiferos, se observé que la concentracion de BHT y BTV se mantuvo practicamente igual a la
de la columna de cultivo, con 532.00x10% UFC ml y 5.48x10° UFC ml-, respectivamente, mientras
que hubo un aumento en las BTP de casi cuatro veces (152.16x103 UFC ml). Después de
enriquecer los rotiferos con Algamac 2000 durante 24 h, se observo un incremento sustancial de
dos ordenes de magnitud en la concentracion de los tres tipos de bacterias cuantificadas. La
concentracion de BHT fue de 10550.00x103 UFC ml-, mientras que la de las BTV y BTP fue de
857.83 X103 UFC ml-' y 3853.33x10% UFC mH, respectivamente (Tabla I).

La variacion de los resultados anteriores depende en gran medida de la densidad de
rotiferos en el cultivo. Al expresar los valores de concentracion de bacterias en UFC ml-'rotifero! se
observa la eficiencia en el lavado, ya que los valores disminuyeron de 3.19x103 UFC ml-'rotifero a
1.33x10° UFC mi-'rotifero para BHT, mientras que para las BTV los valores disminuyeron de
0.0346x10° a 0.0124x10* UFC ml-'rotifero! En las BTP la disminucién fue mayor, ya que se
cuantificaron 0.2356x10° UFC ml-'rotifero! en la columna de cultivo y después del lavado la

concentracion fue de 0.09x10° UFC mlrotifero,
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Después de enriquecer los rotiferos con Algamac 2000, la concentracion bacteriana se
incrementd hasta en dos ¢érdenes de magnitud. Los valores registrados fueron de 4.22X103,
18.98x103 y 52.08X103 UFC ml-'rotifero! para BTV, BTP y BHT, respectivamente (Tabla ).

Tabla I. Concentracion promedio de bacterias en el cultivo del rotifero
Bachionus plicatilis Los valores se expresan en 1x102 UFC ml!. n=3

Heterdtrofas

Muestra En: Vibrio  Pseudomonas  TOTALES
1 Columna 1.50 13.35 80.0
2 4.75 32.50 455.0
3 11.10 70.00 1100.0
Promedio 5.78 38.61 545.0
1 Lavado 11.35 431.50 950.0
2 0.05 22.00 345.0
3 5.04 3.00 301.0
Promedio 5.48 152.16 532.0
1 Enriquecido  1773.00 5510.00 16750.0
2 765.00 6000.00 11400.0
3 35.50 50.00 4500.0
Promedio 857.83 3853.33 10550.0

Tabla II. Concentracion promedio de bacterias en el cultivo del rotifero Bachionus
plicatilis con relacion a la densidad de rotiferos en el cultivo. Los valores se
expresan en 1x10° UFC ml-'rotiferos-. n=3

Rotiferos Heterétrofas

Muestra En: m| -1 Vibrio Pseudomonas TOTALES

1 Columna 204 0.013 0.114 0.684

2 117 0.037 0.250 3.500

3 130 0.054 0.343 5.392
Promedio 150 0.0346 0.2356 3.192

1 Lavado 153 0.004 0.166 0.365

2 260 0.00024 0.085 1.675

3 206 0.033 0.020 1.967
Promedio 206 0.0124 0.090 1.335

1 Enriquecido 200 8.734 27.143 77.586

2 203 3.768 29.557 56.158

3 203 0.1775 0.250 22.500
Promedio 202 4,2265 18.983 52.0813
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VI.2. Aislamiento de cepas bacterianas.

En total se aislaron 14 cepas bacterianas, seis de ellas se aislaron de placas con medio
TCBS especifico para bacterias tipo Vibrio, cinco presentaron color amarillo y una color naranja. En
medio ZoBell se aislaron ocho cepas de bacterias y en el medio especifico para bacterias tipo
Pseudomonas se aislo s6lo una cepa bacteriana. Durante el proceso de purificacion, de las 14
cepas, cuatro de las cepas aisladas en medio TCBS y la del medio para Pseudomonas ya no
crecieron y de las bacterias aisladas en medio ZoBell sélo se mantuvieron seis de las ocho cepas
iniciales. Por lo tanto, al final solo se purificaron siete cepas.

Las cepas se denominaron con un codigo compuesto por: Rot, una letra y un nimero. Rot
porque se aislaron de un cultivo de rotiferos, la letra para el medio de cultivo en que se aislaron. Se
eligieron las letras A, B, C y D para designar a los medios M-65, Zobell, TCBS y al especifico para

bacterias tipo Pseudomonas, respectivamente. El nimero que se asigné fue, de acuerdo con el

orden en que se aislaron.

V1.3. Caracterizacion de las Cepas

Las cepas se caracterizaron morfolégica y bioquimicamente (Anexo 1). En la mayoria, las
células tienen forma de bacilos cortos y dos tienen la forma de coco. Todas las cepas presentaron
movilidad en agar. Seis cepas fueron Gram positivas y sélo una cepa fue Gram negativa. Dos de las
cepas aisladas, RotA4 y RotAG tienen la capacidad de crecer en medio TCBS, la cepa RotA6 es de

color naranja, las colonias de RotA4 son de color amarillo claro. La cepa RotA6 forma una nata en

los tubos de ensayo cuando se cultiva en caldo.
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De acuerdo con las curvas de crecimiento (Fig. 1), las 7 cepas crecen lento. EI mayor
crecimiento ocurre en las primeras dos horas, con excepcion de la cepa RotAG en la que la tasa de
crecimiento se mantuvo constante durante las primeras 12 horas. Las cepas RotA2 y RotA4 fueron
las que mostraron el crecimiento mas lento.

En las primeras dos horas la cepa RotA2 presenté la mayor tasa de crecimiento de 1.8
divisiones h-!, mientras que la menor tasa de crecimiento se observé en la cepa RotA6 con 0.26
divisiones h'. Las cepas RotA1, RotA3, RotA4, RotA5 y RotA8 presentaron tasas de crecimiento

similares entre si (0.44, 0.52, 0.40, 0.45 y 0.40 divisiones h-, respectivamente).

A las ocho horas las mayores tasas de crecimiento se observaron en la cepa RotA6 con
0.19 divisiones h-'y en la cepa RotA8 con 0.17 divisiones h'. La cepa RotA3 crecié a una tasa de
0.14 divisiones h'y la cepa RotA5 presentd una tasa de crecimiento de 0.10. Las cepas RotA2,

RotA4 y RotA1 tuvieron tasas de crecimiento negativas, con -0.17, -0.23 y -0.30 divisiones h-1,

respectivamente.

A las 13 horas, todas las cepas se encontraron en fase de crecimiento estacionaria. Las
cepas RotA3, RotA1, RotA8, RotA5 y RotA4 presentaron valores mayores (0.16, 0.16, 0.15, 0.13 y

0.12 divisiones h-', respectivamente) que la cepa RotA6 (0.04 divisiones h-') y la cepa RotA2 (0.0

divisiones h1).
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Figura 1. Curvas de crecimiento de las cepas de bacterias aisladas de un sistema de cultivo de
rotiferos (Brachionus plicatilis). El cultivo de la cepa RotA2 se inicid con un indculo de menor

concentracion.
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V1.4 Evaluacion de la patogenicidad de las bacterias aisladas de un cultivo del rotifero B. plicatilis.

Para la evaluacién de la patogenicidad de las cepas aisladas, se realizaron tres ensayos.
Durante el desarrollo de los ensayos, la manipulacion de las larvas de corvina produjo una
mortalidad no asociada con la presencia de las bacterias.

El primer ensayo inicio a los tres dias de que eclosionaron las larvas. En este ensayo se
observo que durante el proceso de inoculacion inicial, asi como en el momento de extraer las larvas
muertas de cada celda, la temperatura del agua de las cajas se incrementaba hasta alcanzar los
25°C, debido al calor producido por los mecheros dispuestos para mantener condiciones asépticas
en el area de trabajo. Esto provoco una mortalidad elevada que superé el 50% durante los primeros

dos dias en la mayoria de las larvas empleadas en el ensayo (Fig 2).

En este ensayo las larvas de corvina expuestas a las cepas RotA1, RotA2, RotA3 y RotA4
en baja concentracion (5x10-4 células mH) tuvieron una supervivencia de 35 a 40% al quinto dia
después de la eclosion (Fig. 2). Mientras que, las larvas en el bafio con las cepas RotA5, RotA6 y
RotA8 mostraron supervivencia del 50 al 60% (Fig. 2). Sin embargo, al séptimo dia despues de la
eclosion la supervivencia fue del 0% (Fig. 2)

En la concentracion de 5x108 células ml las larvas con mayor porcentaje de supervivencia
fueron las que estaban en presencia de las cepas RotA6 y RotA8, con valores de 63 y 60%,
respectivamente (Fig.3). Las larvas que mostraron la menor supervivencia estuvieron expuestas a
las cepas RotA1, RotA3 y RotA2, con supervivencias menores al 30%. En presencia de las cepas
RotA4 y RotA5 las larvas de corvina presentaron una supervivencia de 53% en ambos casos

(Fig.4). A los siete dias después de la eclosion la supervivencia fue de 0%, de manera a la super--
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Figura 2. Supervivencia de las larvas de corvina blanca Atractoscion nobilis, expuestas a un bafio
de bacterias con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis a una concentracion

de 5x104 celulas ml! (Primer ensayo).
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Figura 3. Supervivencia de las larvas de corvina blanca A. nobilis, expuestas a un bafio de bacterias
con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos B. plicatilis a una concentracion de 5x106 células ml-!

(Primer ensayo).
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Figura 4.- Supervivencia de las larvas de corvina blanca A. nobilis, expuestas a un bafio de
bacterias con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos B. plicatilis. Se muestra la supervivencia al

quinto dia después de la eclosion (Primer ensayo).
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vivencia registrada en la concentracion baja (Fig. 3).

Las larvas sometidas al bafio control mostraron mayor supervivencia (70%) que las larvas
sometidas al bafio con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos (Fig. 4).

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza, en este ensayo no se encontraron
diferencias significativas en la supervivencia de las larvas de corvina expuestas a las diferentes

cepas aisladas a dos concentraciones de células bacterianas y el control (Tabla Ill).

TABLA Il.- Andlisis de Varianza de la supervivencia de las larvas de corvina
blanca expuestas a un bafio de bacterias con las cepas aisladas de un cultivo de

rotiferos (Primer ensayo).

FACTORES SC Gl CM F p
Cepa 11402.5 7 1628.929 0.773089 0.611397
Concentracion 395.9 1 395.891 0.187889 0.665740
Error 185419.6 88 2107.041

En el segundo ensayo, la siembra de las larvas de A. nobilis, la inoculacion de las cepas
bacterianas y la extraccion diaria de las larvas muertas, se realizo en un ambiente estéril producido
por una campana de flujo laminar, esto permitié eliminar los efectos adversos de la temperatura y la
contaminacion. En este ensayo se observo que las larvas de corvina presentaron dos patrones de
pigmentacion diferentes, larvas oscuras y las larvas anaranjadas. Las larvas oscuras fueron las
primeras en morir y las larvas con pigmentos de color naranja presentaron mayor resistencia, lo que
provoco un comportamiento no esperado en la supervivencia (Fig.5 y Fig.6). Las larvas en el bafio
control presentaron mayor mortalidad que las larvas que se colocaron en un bafio de bacterias,
tanto en baja como en alta concentracion (5x104 y 5x108 células mi) (Fig 7). En este ensayo las

larvas con mayor porcentaje de supervivencia fueron las que se sometieron en el bafio con baja
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Figura 5. Supervivencia de las larvas de corvina blanca A. nobilis, expuestas a un bafio de bacterias
con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos B. plicatilis a una concentracién de 5x104 células ml-!

(Segundo ensayo).
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Figura 6. Supervivencia de las larvas de corvina blanca A. nobilis, expuestas a un bafio de bacterias
con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos B. plicatilis a una concentracion de 5x108 células ml-!
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concentracion de 5x104 células ml-f, en contraste con las del bafio a 5x108 células mi-! (Fig.7).

En la concentracion de 5x10+4 células ml, la mayor supervivencia larval se presentd en el
bafio con la cepa RotA3 con un valor de 88%, mientras que las demas cepas presentaron
supervivencias entre el 60 y el 70%. Las cepas que causaron menor supervivencia en las larvas de
corvina fueron: RotA8, RotA1 y RotA6 con 58%, 63% y 63%, respectivamente, mientras que la
supervivencia de las larvas en presencia de las cepas RotA2, RotA4 y RotAS fue del 70 % (Fig.7).

En la concentracion 5x108 células ml!, la cepa que caus6d mayor supervivencia en las larvas
de corvina fue la RotA6 con un valor de 93%, mientras que las larvas en presencia de las otras
cepas mostraron supervivencias entre 36 y 60%. En esta concentracion las larvas con menor
supervivencia fueron las sometidas al bafio con la cepa RotA1 con 37%, esta supervivencia fue
similar a la due se present6 en el control (Fig.7). Las larvas expuestas a la cepa RotA2 mostraron
un 70% de supervivencia, valor similar al obtenido en la concentracién 5x104 celulas ml-'. Las larvas
de corvina en presencia de RotA8 tuvieron una supervivencia de 61% (Fig. 7). En el bafio realizado
con la cepa RotA3 las larvas de corvina mostraron una supervivencia del 60%, mientras que las
larvas que se expusieron a las cepas RotA4 y RotA5 presentaron una supervivencia de 53% cada
una (Fig. 7). En este ensayo la supervivencia de las larvas de corvina blanca expuestas a las
diferentes cepas aisladas, mostraron una supervivencia mayor que las larvas en el bafio control
(36%). Sin embargo, de acuerdo con el andlisis de varianza (Tabla 1V) las diferencias en la
supervivencia de las larvas de corvina blanca no fueron significativas.

En el Ultimo ensayo para evaluar la patogenicidad de las cepas aisladas del cultivo de

rotiferos se incorpord un control positivo con la cepa patdgena Vibrio alginolyticus, (ATCC 17749).
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TABLA V.- Analisis de varianza de dos vias de la supervivencia de las larvas de
corvina blanca expuestas a un bafo de bacterias con las cepas aisladas de un

cultivo de rotiferos (Segundo ensayo).

FACTORES SC Gl CM F p
Cepa 40454.5 7 5779.216 1.625410 0.139796
Concentracion ~ 6985.2 1 6985.193 1.964593 0.164797
Error 291554.5 82 3555.542

Las larvas expuestas a un bafio de V. alginolyticus con una concentracion de 5x108 células
mH, fueron las que tuvieron menor supervivencia en este ensayo (73%), mientras que en la
concentracion de 5x10* células ml' la supervivencia fue de 90%, supervivencia similar a la
mostrada por las larvas con las cepas RotA2 y RotA8 (Fig. 8).

En la concentracion baja (5x104 células ml), la supervivencia que mostraron las larvas de
corvina en todos los tratamientos con las diferentes cepas fue del 88 al 98% (Fig. 8). Las larvas
expuestas a la cepa RotA2 presentaron la menor supervivencia con un valor de 88% mientras que,
las larvas con mayor supervivencia fueron las que se inocularon con las cepas RotA5 y RotA6
(98%) (Fig.8).

La supervivencia larval en este ensayo, al igual que en los otros dos ensayos,' fue menor en
el bafio con alta concentracién que en el de baja concentracion de inéculo bacteriano (Fig.8). La
cepa que produjo la menor supervivencia fue RotA2 con un valor de 80%, la mayor supervivencia
(95%), se registro en las larvas expuestas a un bafio con la cepa RotA1 (Fig.8).

En este ensayo, las larvas de corvina en el bafio control (sin indculo) presentaron una
supervivencia de 93%, la mayor supervivencia para un control en todos los ensayos (Fig.8). A pesar

de lo antes descrito, las diferencias en la supervivencia de las larvas de corvina blanca segtn el

analisis de varianza no fue significativa (Tabla V).
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TABLA V.- Andlisis de varianza de dos vias de la supervivencia de las larvas de
corvina blanca expuestas a un bafio de bacterias con las cepas aisladas de un
cultivo de rotiferos y con V. alginolyticus (Tercer ensayo).

FACTORES SC Gl CM F p
Cepa 3276.5 8 409.562 0.063084 0.999847
Concentracién 1684.8 1 1684.833 0.259513 0.611589

Error 642736.4 99 6492.287

V1.5 Evaluacion in vitro de la capacidad vibriostatica de las bacterias aisladas de un cultivo

de B. plicatilis.
VI.5.1 Ensayo de Difusion.

Después de transcurridas 48h de incubacidn, las Unicas colonias que mostraron un halo de
crecimiento sobre V. alginolyticus fueron las cepas RotA1, RotA5 y RotAB. Sin embargo, solo se
observé este halo en uno de los cuatro discos de la prueba, aunque fue incipiente y apenas
perceptible. El radio de crecimiento de RotA1 fue de 0.39mm, el de RotA5 midi6 0.42 mm y el
promedio del radio de crecimiento de RotA6 fue de 1.46 mm.

Alos cinco dias de incubacidn se observo que V. alginolyticus crecio en todas las placas, ya
que disminuyo la transparencia del medio de cultivo, sin embargo en las placas con las cepas
RotAS5, RotA6 y RotA8 el crecimiento fue menor. La cepa RotA8 no produjo halos de inhibicién en
algtin disco, sin embargo, fue la cepa que mas limit6 el crecimiento de V. alginolyticus. La cepa
RotA1 fue cubierta por el crecimiento de V. alginolyticus. Las cepas RotA5 y RotA6 presentaron un

radio de crecimiento promedio de 2.5 y 2.6 mm, respectivamente.

A los ocho dias de incubacion, se observé un patron de crecimiento similar al observado a
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Figura 8. Supervivencia de las larvas de corvina blanca A. nobilis, expuestas a un bafio de bacterias
con las cepas aisladas del cultivo de rotiferos B. plicatilis. Se muestra la supervivencia al quinto dia

después de la eclosidn (Tercer ensayo).
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los cinco dias. V. alginolyticus crecié més, generando una menor transparencia sobre las placas que
contenian las cepas RotA1, RotA2, RotA3 y RotA4. Las cepas RotA5 y RotA6 aunque presentaron
un incremento en el didmetro de sus colonias (2.9 y 2.87 mm, respectivamente), no produjeron
inhibicion en el crecimiento de V. alginolyticus ya que el tamafio de sus colonias se incrementd

considerablemente. La cepa RotA8 no mostrd halos de inhibicién sobre V. alginolyticus.

VI.5.2 Ensayo gota a gota.

La cepa RotA2 presentd mayor crecimiento en medio Zobell por ello se utilizé un control de
V. alginolyticus en este medio y otro en medio M65 para emplearlo con las otras cepas.

A las 24 horas de iniciado el ensayo, se observd poco crecimiento, asi como poca
interaccion entre las colonias que se formaron a partir de la gota de 5ul de cada inéculo, por lo que
se dejaron en incubacion y se revisaron diariamente durante 15 dias. La razon de crecimiento de V.
alginolyticus (ATCC 17749) al enfrentarse a las cepas RotA2 y a RotA6 fue menor a uno, con un
valor promedio de 0.84 y 0.99, respectivamente (Tabla VI), es decir, el crecimiento de V.
alginolyticus fue inhibido ligeramente por la presencia de la cepa RotA2 y la cepa RotA6.

Por otro lado, V. alginolyticus inhibi¢ ligeramente el crecimiento de las cepas RotA3, RotAd4,
RotA6 y RotA8. Esto se observa en los valores de sus razones de crecimiento, las cuales fueron
inferiores a uno, con una media de 0.94, 0.94, 0.90 y 0.98, respectivamente para cada cepa.

Las cepas RotA2, RotA4, RotA5 y RotA6 después de ocho dias de incubacidn, mostraron
inhibicion en el crecimiento de V. alginolyticus. La cepa RotA2 produjo la mayor inhibicion, la razon

de crecimiento fue de 0.75 mientras que con las otras cepas presentaron los valores fueron de 0.97,
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TABLA VI. Area de crecimiento (mm2) de las cepas aisladas de un cultivo del rotifero Brachionus
plicatilis y de V. alginolyticus en un ensayo gota a gota. Entre paréntesis se muestra la razén de
crecimiento de cada cepa con respecto al control (Formula 1).

Tiempo RotA1 RotA2 RotA3 RotA4 RotA5 RotA6  RotA8
Cepa 1925 1674 1693 1601 16.84 2033 2035

Control 1735 1520 18.09 1698 1385 2248 2165

48 (1.11)  (1.10) (0.94) (0.94) (1.22) (0.90) (0.98)
Horas V. alginolyticus 21.83  19.87 2147 1974 1957 1880  22.73
Control 1963 2376 1963 1963 19.63 1963 19.63

(111) (0.84) (1.09) (1.01) (1.00) (0990 (1.11)

Cepa 4405 2719 9462 3151 3572 53.02  49.63

Control 60.82 15.9 6082 2827 2507 63.61 4596

8.00 (072 (1.71) (1.56) (1.11)  (1.42) (0.83)  (1.08)

Dias V. alginolyticus 62.86  48.66 5012 4476 4542 4432  48.26
Control 4596  65.04 4596 4596 4596 4596 4596
(1.37)  (0.75)  (1.09) (0.97) (0.99) (0.96) (1.05)

Cepa 43.07 56.88 5268 8278 66.38

Control 81.71 16.62 7869 3959 3685 10387 6277

15.00 ¥ (2.59) * (1.44) (1.43) (0.80)  (1.06)
Dias V. alginolyticus 2 71.89 ¥ 50.73 6§7.02 7233  65.28
Control 739 8332 739 73.9 73.9 73.9 73.9

* (0.86) * (0.69) (0.77)  (0.98)  (0.88)

* El crecimiento de las cepas no se pudo medir debido a que fue irregular.

0.99 y 0.96, respectivamente (Tabla VI).

La cepa V. alginolyticus crecid rodeando a las cepas RotA1 y RotA3. En ambos casos la
forma de las colonias de las cepas aisladas del cultivo de rotiferos fue diferente a la que se observo
en su colonia control, la cual presenté una forma circular con borde continuo, mientras que junto a
V. alginolyticus el crecimiento en ambas colonias fue ovalado y con bordes ondulados. Las cepas
RotA1y RotA3 fueron embebidas en el crecimiento de V. alginolyticus, esto ocasioné un crecimiento

irregular que impidio medir el area de crecimiento de cada cepa.
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Transcurridos 15 dias, se observo que las cepas que inhiben a V. alginolyticus fueron:
RotA2, RotA4, RotA5, RotA6 y RotA8 (Tabla VI). A su vez, V. alginolyticus inhibio el crecimiento de
la cepa RotA6. La cepa que mostrd la mayor razon de crecimiento fue RotA2 con 2.59, aunque fue
la cepa que crecid menos en area, con 43 mm2. La cepa que crecié méas fue la RotAB, con 82.78
mm2. Sin embargo, fue inhibida por V. alginolyticus ya que su razon de crecimiento fue de 0.80. Las
cepas que inhibieron en mayor medida el crecimiento de V. alginolyticus fueron RotA4 y RotAS, al
mostrar una razén de crecimiento de 0.69 y 0.77, respectivamente. Ambas cepas mostraron
razones de crecimiento mayores a uno, con valores de 1.44 y 1.43, respectivamente (Tabla VI).

A pesar de que se presentd inhibicion de algunas de las cepas aisladas sobre el

crecimiento de V. alginolyticus, estos niveles de inhibicion fueron muy pequeios.

V1.5.3 Produccién de metabolitos con capacidad vibriostatica.

El sobrenadante de un cultivo en caldo de las cepas aisladas del cultivo de rotiferos no

produjo ningtin halo de inhibicién sobre la cepa de V. alginolyticus esparcida en placa.

VI.6. Evaluacion in vivo de la capacidad probiética de las cepas aisladas de un cultivo de B.

plicatifis.

La supervivencia de las larvas de corvina blanca expuestas a un bafio con una
concentracion de 5x106 células ml' de las cepas de bacterias potencialmente probiéticas, en

combinacion con V. alginolyticus a la misma concentracién, oscilé entre el 70 y el 93% (Fig 9). Las
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cepas que produjeron la mayor supervivencia fueron las cepas RotA3 y RotAS con un promedio de
88.3 y 90%, respectivamente, mientras que la cepa que produjo la supervivencia més baja fueron
RotA4 con 78%, en tanto que las otras cepas indujeron una supervivencia intermedia (81 a 83%).
Sin embargo, la supervivencia en el control sin bacterias fue de 73%. Las larvas expuestas al bafio
con V. alginolyticus presentaron una supervivencia de 88%, valor superior al del control y al de las
otras condiciones experimentales. Los datos de supervivencia de las larvas de corvina blanca con
mayor dispersion, fueron registrados en el bafio con las cepas RotA4 y la RotA8 (Fig. 9). La cepa
que produjo menor dispersion en los datos registrados de la supervivencia de las larvas de corvina
blanca fue la cepa RotA5 (90%) (Fig.9).Sin embargo, las diferencias mencionadas no fueron

significativas de acuerdo al analisis de varianzas de una via realizado (Tabla VII).

TABLA VII. Andlisis de varianza de una via de la supervivencia de las
larvas de corvina blanca expuestas a un bafio de bacterias con las
cepas aisladas de un cultivo de rotiferos y con V. alginolyticus.

FACTORES SC gl CM F P
Cepa 10198 8 127.471 0.023268 0.999996

Error 252005.0 46 5478.370
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Figura 9. Evaluacion in vivo del potencial probiético de las cepas de bacterias aisladas de
un cultivo de B. plicatilis.
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VII. DISCUSION

En este trabajo se han aplicado diferentes pruebas para evaluar el potencial probidtico de
las cepas aisladas de un cultivo de rotiferos. Se realizaron evaluaciones in vitro e in vivo, que en

conjunto permitieron caracterizar el comportamiento de las cepas de bacterias en los cultivos de

larvas de corvina.

VII.1 Calidad bacterioldgica de un sistema de cultivo del rotifero Brachionus plicatilis

La carga bacteriana de los cultivos de rotiferos se puede clasificar en dos categorias, las
bacterias libres en el agua del cultivo y las bacterias adheridas a la superficie de los rotiferos. Se ha
encontrado que la carga de bacterias libres en los cultivos de rotiferos es mayor con respecto a las
bacterias asociadas a la superficie de los rotiferos (Skjermo y Vadstein, 1993). En este trabajo se
encontré que la carga bacteriana en los cultivos de rotiferos mantenidos en la UBP, fue menor en
relacion con lo reportado en trabajos similares, en los que se han encontrado concentraciones
bacterianas superiores en uno o dos 6rdenes de magnitud (Skjermo y Vadstein, 1993; Nicolas et
al.,1989). Esto puede explicarse debido al alimento que se suministro en cada caso, Skjermo y
Vadstein (1993) cuantificaron de 1x106 a 1.7x108 UFCmlI-! y alimentaron con levadura y aceite de
pescado. Mientras que Nicolas et al., (1989) alimentaron con dos tipos de microalgas y levaduras
para las que cuantificaron 7.1x108 UFCmI-! y 3.6x108 UFCml, respectivamente; y en este ensayo

se cuantificaron 545.0x103 UFCml!, con rotiferos alimentados Unicamente con microalgas
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criopreservadas, las cuales contaminan menos el cultivo, segtin lo observaron Dhert ef al. (1998) en
la revision del desarrollo de la larvicultura de S. maximus y S. aurata a partir de los afios 70's.

Nicolas et al. (1989) y Skjermo y Vadstein (1993), encontraron que en sus cultivos de
rotiferos, la concentracion de bacterias tipo Pseudomonas fue mayor que la de bacterias tipo Vibrio
(Tabla | y Tabla Il), estos resultados son similares a los observados en este estudio. Sin embargo,
en las granjas de cultivo de peces, se ha reportado que el género Vibrio es el dominante en los
cultivos de rotiferos (Verdonck et al., 1994; Verdonck et al, 1997; Eddy y Jones, 2002). Esto se
puede deber a que en el laboratorio, en condiciones experimentales, se tiene mayor control sobre
los parametros fisicoquimicos y de calidad del agua, en comparacion con las précticas de cultivo
que se realizan a escala comercial. |

Durante el proceso de enriquecimiento, Skjermo y Vadstein (1993) encontraron que la carga
bacteriana se incrementd hasta 8.5x108 UFC ml-! en el agua de cultivo y 7.6x103 UFC rotifero-! al
utilizar harina de calamar. Eddy y Jones (2002) observaron que la carga bacteriana en los cultivos
de rotiferos enriquecidos con microalgas, es del orden de 1x106 UFC ml'. En este estudio se
encontré que al enriquecer los rotiferos con Algamac 2000, la carga bacteriana se incrementé de
545.0x103 UFC ml! a 10550.0x103 UFC ml- (Tabla I). Esto se debe a que el enriquecedor utilizado
en la UBP (Algamac 2000) esta constituido por un hongo rico en acidos grasos (Schizochytrium
sp.). Esta presentacion comercial, ademas de los &cidos grasos, contiene material organico
(proteinas, carbohidratos y vitaminas) que puede ser utilizado como sustrato por las bacterias
(Kolkovsky, comunicacion personal). Sin embargo, los rotiferos pueden enriquecerse con
concentrados de microalgas ricas en estos compuestos (acidos grasos, carbohidratos y vitaminas)

lo que reduce la carga bacteriana de los rotiferos cultivados con harinas o levaduras (Eddy y Jones,
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2002) ya que algunas microalgas producen agentes bacteriostaticos y antibitticos (Dhert et al.,

1998).
VII.2 Caracterizacion de las cepas aisladas.

A pesar de haber aplicado 43 pruebas fisiolégicas y bioquimicas a las bacterias aisladas del
cultivo de rotiferos, solo se logré identificar hasta el nivel de familia a la cepa RotA6, que se clasificd
dentro de la familia Vibrionacea. Debido a que la base de datos del sistema de identificacion rapida
(API20E) que se empled esta disefiada para bacterias de importancia clinica no fue posible
identificar a las otras bacterias aisladas. Sin embargo, la informacion obtenida se puede utilizar con

ofras guias de identificacién, pero sera necesario realizar otras pruebas fisioldgicas asi como

moleculares.

VII.3 Evaluacion de la patogenicidad de las bacterias aisladas de un cultivo del rotifero B.

plicatilis.

Por lo general, cuando se buscan cepas con caracteristicas probitticas, se hacen
aislamientos de las bacterias presentes en el organismo en cuestion (Makridis et al., 2000a; Verner-
Jeffreys et al., 2003; Vine et al., 2004) y posteriormente, se realizan ensayos in vitro, es decir, se
trabaja con las bacterias en placas de agar o en tubos con medio liquido, ignorando al organismo al
cual sera suministrado el probittico (Hjelm et al., 2004; Makridis ef al., 2005). La mayoria de los

trabajos en los cuales se han sometido a peces cultivados a la accién de algtin agente patégeno,
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solo 0 en combinacion con las bacterias con potencial probictico, se han realizado con juveniles
tempranos o con juveniles (Pazos et al.,, 1993; Gildberg et al., 1997; Balebona et al., 1998) y existen
pocos trabajos realizados con larvas de peces marinos. Este ensayo de supervivencia en bario de
bacterias lo han empleado con larvas de Scophthalmus maximus (Hjelm et al., 2004) y con larvas de
Sparus aurata (Makridis et al., 2005) con el mismo objetivo de evaluar la patogenicidad de bacterias
aisladas de los diferentes cultivos de apoyo. Hjelm et al. (2004) y Makridis et al. (2005) encontraron
que al exponer a las larvas a la accion de las bacterias aisladas de los cultivos de alimento vivo
(rotiferos y Artemia), hubo una mayor supervivencia (80% y 89%, respectivamente), en comparacion
con el control (48% y 39%, en cada caso). En el presente estudio tambien se encontré que las
larvas que crecieron en presencia de las bacterias aisladas de los rotiferos presentaron una mayor
supervivencia (de 63% a 98%) que las larvas del control (36% a 93%). Es probable que las larvas
estén empleando alglin exudado bacteriano como nutriente o incluso estén empleando a las
bacterias como alimento, se ha reportado que las larvas de cangrejos tienen la capacidad de
alimentarse con bacterias (Xiang-Hong et al., 2006), también se ha encontrado que al inicio de la
alimentacién exdgena, en el tracto digestivo de las larvas de peces marinos puede presentarse el
proceso de pinocitosis, asi adquieren proteinas principalmente (Valverde-Chavarria, 2002). Ademas
las larvas de corvina blanca a los tres dias después de la eclosién ya presentan actividad
enzimatica en su tracto digestivo (Valverde-Chavarria, 2002), estas enzimas podrian estar actuando
sobre las bacterias que las larvas ingieren al beber agua.

La principal diferencia entre el ensayo de Hjelm ef al. (2004), el de Makridis et al (2005) y
éste, radica en que ellos incubaron los huevos y cultivaron a las larvas en la misma celda, esto pudo

ocasionar que al tener mayor sustrato de crecimiento, la concentracion de bacterias se
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incrementara. En este ensayo con la corvina blanca, se emplearon larvas recién eclosionadas que
se desinfectaron con oxitetraciclina previo al ensayo, esto permitio eliminar las bacterias adheridas
al huevo o que hayan proliferado en el medio de cultivo durante la incubacién, sin alterar la flora del
tracto digestivo de las larvas de corvina ya que estas al eclosionar no tienen formado su tracto
digestivo ni la boca (Valverde-Chavarria, 2002).

Para delimitar el efecto de la inanicion sobre la supervivencia de las larvas de corvina
blanca, la duracién del ensayo sélo se extendio hasta al quinto dia después de la eclosion. En el
laboratorio de Hubbs Sea World Research Institute, las larvas se alimentan a partir del quinto dia
después de la eclosion, durante este periado, las larvas aun tienen reservas energéticas de la gota
de aceite presente en el saco vitelino y alrededor de este dia completan el desarrollo de su sistema
digestivo (Valverde-Chavarria, 2002). El conocimiento del desarrollo embrionario de la corvina
blanca, permiti6 que el ensayo se realizara sin tener que adicionar alimento, lo que hubiera
contribuido al enriquecimiento bacteriano del medio de cultivo, interfiriendo con la evaluacién de las
bacterias aisladas.

En general, el incremento de la concentracion de las bacterias aisladas (de 5x104 a
5x108células ml-) ocasion6 una disminucion en la supervivencia de las larvas de corvina blanca, de
manera similar a lo reportado en larvas de S. aurata (Makridis et al., 2005), sin embargo, en ambos
estudios, estas diferencias no fueron significativas. Por otro lado, aunque V. alginolyticus esta
reportada como patogena para las larvas de S. aurata y S. maximus (Blanch et al., 1997; Balebona
et al., 1998; Eddy y Jones, 2002), solo afecté la supervivencia de las larvas de corvina en la

concentracion mas alta. Sin embargo, aunque el porcentaje de supervivencia observado (de 73% a
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90%) es alto, no es significativamente diferente del control, por lo que V. alginolyticus no se puede
considerar como bacteria patégena para las larvas de corvina (Tabla VI y Tabla VII).

Aln no se conoce bien el papel de V. alginolyticus en los cultivos de peces, se ha registrado
su presencia en varias etapas del desarrollo del cultivo de peces marinos, aunque sin ser la bacteria
dominante (Eddy y Jones, 2002). Adicionalmente se sabe que V. alginolyticus ocasiona un mayor

impacto entre los cultivos de moluscos y crustaceos (Rico-Mora y Voltolina, 1995; Anguiano-Beltran

et al., 1998; Anguiano-Beltran et al., 2004)

VII.4 Evaluacion in vitro de la capacidad vibriostatica de las bacterias aisladas de un cultivo

de B. plicatilis

El método de difusion evidencié que las cepas RotAS y RotAG, pueden competir con V.
alginolyticus por el espacio, sin embargo, la tasa de crecimiento de V. alginolyticus fue superior e
impidié que estas cepas crecieran mas. Es importante destacar que las cepas RotA5 y RotA6 no
fueron embebidas por el crecimiento de las colonias de V. alginoliticus durante el tiempo que duré el
ensayo, como ocurrio con las cepas RotA1, RotA2, RotA3 y RotAd, por lo que tienen la capacidad
de contrarrestar a V. alginoliticus y existe la posibilidad de que sean empleadas como probiéticos en
forma preventiva, inoculandolas en los cultivos para que colonicen las superficies antes que las
bacterias patégenas se presenten (Verschuere et al., 2000). Aunque la cepa RotA8 indujo mayor
inhibicion que las cepas RotA5 y RotA6, este ensayo no evidencia cual es su mecanismo de accion,
la cepa RotA8 puede estar compitiendo por nutrientes como el hierro (Gram et al., 1999; Verschuere

et al., 2000; Vijayan et al., 2006) o puede producir antibioticos o bacteriocinas que inhibe la actividad
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de V. alginolyticus (Verschuere et al., 2000).

En el ensayo gota a gota se pudo observar el comportamiento de las colonias bacterianas
con relacion al crecimiento de la colonia aislada en una placa control. De acuerdo con el patron de
crecimiento de la colonia, se puede diagnosticar la competencia por el sustrato, ya sea que utilicen
los subproductos de la colonia junto a la cual crecen, o que inhiban a la cepa que se estudia. En
otros ensayos, disefiados para evaluar la inhibicién de las bacterias, se observa el crecimiento de la
bacteria en caldo, midiendo la densidad optica y por diferencia con el control se determina si se
presenta inhibicién o no (Gram et al., 1999; Villamil et al., 2003) La utilizacion del método de gotas
juntas facilita la evaluacion de la interaccion de dos cepas bacterianas, porque se pueden observar
los patrones de crecimiento en los bordes contiguos de ambas cepas, mientras que las
determinaciones por densidad optica, solo reflejan un proceso de inhibicion.

En este ensayo se pudo observar que las cepas que crecieron en el medio TCBS (RotA4 y
RotA6), inhibieron ligeramente el crecimiento de V. alginolyticus, esto se puede deber a la
competencia por el sustrato, como lo describen Verschuere et al. (2000) en los mecanismos de
accion de los probitticos. De acuerdo con la identificacion de las cepas RotA4 y RotA6, es probable
que pertenezcan al género Vibrio, por lo que se esperaria un comportamiento similar entre éstas y
V. alginolyticus.

En el ensayo para evaluar la produccién de metabolitos, no se encontrd respuesta
inhibitoria de las cepas aisladas de los rotiferos. Esto puede obedecer a que la concentracion de la
o las sustancias inhibitorias presentes en el sobrenadante se encontraban en una concentracion
baja y se requiere incrementar la concentracion de estos subproductos al concentrarlos por medio

de secado, Vijayan et al. (2006) aplicaron este procedimiento de secado al evaluar los subproductos
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de la cepa Pseudomonas PS-102 para proteger a camarones de bacterias patogenas del género
Vibrio. Otra explicacion para este resultado se puede atribuir a que las cepas aisladas del cultivo de
rotiferos de la UBP, no secreten sustancias inhibitorias, sino que compitan por el mismo sustrato
que V. alginolyticus, creando asi una exclusion por competencia mas que por inhibicion.

Aunque se registraron variaciones en el crecimiento de V. alginolyticus ninguna de las

cepas aisladas de los rotiferos presenté capacidad vibriostatica.

VII.5. Evaluacion in vivo de la capacidad probiética de las cepas aisladas de un cultivo de B.

plicatilis.

Para confirmar la capacidad probictica de las cepas aisladas, se realizo un bioensayo que a
pesar de su sencillez esta poco reportado para larvas de peces. En este sentido, la metodologia
utilizada por otros autores es diferente, ya que se han evaluando la supervivencia de las larvas en
presencia de la cepas bacterianas seleccionadas, sin probar su capacidad probidtica (Hjelm et
al.,2004; Makridis et al., 2005).

En este ensayo la evaluacion de la virulencia de las cepas aisladas y la evaluacion de su
capacidad probidtica, se realizaron en ausencia de alimento, asegurando asi que la supervivencia
de las larvas de corvina fuera causada por la accion de las bacterias seleccionadas. En el ensayo
de Verner-Jeffreys et al. (2003), aunque se controld la calidad bacteriana del alimento, es posible
que los rotiferos y las artemias suministradas fueran vectores de contaminacion, puesto que es muy
dificil asegurar una condicion axénica en un organismo vivo. Sin embargo, el ensayo que realizaron

se acerca mas a las condiciones de produccion comercial, en comparacion con la ausencia de
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alimento y con las estrictas condiciones de control de la contaminacién utilizadas durante los
bioensayos realizados en este estudio.

De acuerdo con los resultados de este ensayo y del ensayo de patogenicidad con cada una
de las cepas aisladas, las cepas RotA6, RotA4, RotAS y RotA8 produjeron la supervivencia mas
alta. Esta supervivencia fue igual e inclusive superior a la supervivencia obtenida en los controles
sin bacterias. Esta supervivencia sugiere, que las bacterias pudieran ser utilizadas como alimento,
ya que las larvas de corvina blanca al tercer dia después de eclosionar ya presentan actividad
enzimatica en su tracto digestivo (Valverde-Chavarria 2002), estas enzimas posiblemente actuaron
sobre las bacterias que las larvas ingirieron al beber agua.

La cepa V. alginolyticus que se utilizé en este trabajo es un agente patdgeno en los cultivos
de moluscos, crustaceos y algunos peces(Blanch et al., 1997; Balebona et al., 1998), por ello se
utilizé como control positivo en estos esnsayos. Sin embargo, la supervivencia observada en las
larvas de corvina expuestas a esta bacteria (85 % y 90 %), sugieren que V. alginolyticus, mas que
patdgena, favorecio la supervivencia de las larvas, ademas, no se encontré diferencia significativa
en la supervivencia de las larvas en bafio con V. alginolyticus y las cepas aisladas. Por lo tanto, no
se pudo determinar si las cepas aisladas de los cultivos de rotiferos, pueden o no controlar el

crecimiento de una cepa patogena para los cultivos de larvas de corvina.
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VIIl. CONCLUSIONES

La concentracion y tipo de bacterias en el cultivo de rotiferos varié con los procesos de

lavado y enriquecimiento

La disminucion del crecimiento observada entre las cepas aisladas del cultivo de rotiferos y
V. alginolyticus es por exclusion competitiva, ya que en la concentracion bacteriana

probada, las cepas aisladas no producen un efecto vibriostatico.

El incremento de la concentracion de las bacterias aisladas del cultivo de rotiferos (de 5x104

a 5x108 celulas ml) ocasiond una disminucién en la supervivencia de las larvas de corvina.

La cepa RotA2 es la Unica cepa que puede considerarse como patogena para las larvas de

corvina

La cepa de V. alginolyticus (ATCC 17749) utilizada en este trabajo no fue patégena para las

larvas de corvina.
Las cepas RotAB6, RotAd, RotA5 y RotA8 favorecen la supervivencia de las larvas.
Ninguna de las cepas aisladas presento capacidad vibriostatica.

Las cepas RotA6, RotA4, RotA5 y RotA8 pueden considerarse como probiéticos potenciales

para el cultivo de larvas de corvina
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IX. RECOMENDACIONES.

Evaluar la capacidad probidtica de las cepas RotA6, RotA4, RotAS y RotA8 con una

cepa que efectivamente sea patogena para las larvas de corvina blanca.

Se recomienda realizar un ensayo en el que las condiciones de cultivo sean

similares a las que se registran en un cultivo comercial de las larvas de corvina

blanca.

Completar la identificacion de las cepas de bacterias aisladas hasta nivel de

especie.
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XI. ANEXO



Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de las bacterias aisladas del cultivo de rotiferos.

Caracteristica ylo prueba

RotA1

RotA2

RotA3

RotA4

RFotAS  RotAf

RotA8

Forma celular

Color

Forma de la colonia
Elevacion

Gram

Oxidacitn

Fermentacion

Indol

Catalasa

Rojo de Metilo

Voges Proskauer
Sensibilidad al 0/129 10 ug ml-
Sensibilidad al 01129 15 0 pg mH!
Crecimiento en 0% NaCl
Crecimiento en 6% NaCl
Crecimiento en 8% NaCl
Crecimiento en McConkey
Crecimiento en TCBS
B-galactosidasa
Arginina-dehidrolasa
Lisina Decarboxilasa
Ornitina Decarboxilasa
Utilizacién de Citrato
Produccion de H2 S
Ureasa
Triptofanodesaminasa
Produccién de Indole
Produccion de acetoina
Gelatinasa
Fermentacién/oxidacién de Glucosa
F/O de Manitol

F/Q de Inositol

F/O de Sorbitol

F/O de Ramnosa

F/O de Sacarosa

F/O de Amigdalina

F/O de Arabinosa
Oxidasa

Produccion de NO2
Produccién de: N2

bacilo

crema

circular

plana

+

+

+

+ o+

+ + o+ o+

COco

crema

puntiforme

plana

+

+ o+ o+

+

bacilo

crema

circular

llana

+ o+ o+ 4

+

coco

amarilla
irregular
elevada

+ + + o+ o+

+

+

bacilo

crema

irregular

plana

bacilo
naranja
circular
plana

bacilo
crema
circular
elevada
L
+
+

+ +

+ + + + o+ o+ 4+ o+

(+) Reaccioén positiva, (-) reaccién negativa, (NS) No sensible, (S) Sensible.



