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Resumen de la tesis que presenta Juan Carlos Ayala Garcia como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto inhibitorio de dos especies de diatomeas contra Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Directora de tesis

La acuicultura es una de las principales areas que soportan la produccién de alimento para consumo
humano. Sin embargo, los cultivos pueden verse afectados por la presencia de bacterias patégenas entre
las que destacan las del género Vibrio, las cudles pueden ocasionar pérdidas totales en los cultivos. Por
ello, es necesario contar con métodos eficaces que permitan controlar las bacterias tipo Vibrio en los
sistemas de cultivo. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio de las diatomeas Nitzschia
thermalis f. kurta y Navicula cf. subinflatoides contra las bacterias patdgenas de importancia acuicola, a
saber, Vibrio campbellii, V. alginolyticus y V. harveyi. Para cumplir el objetivo, se realizaron retos de
inhibicidon, para lo que se emplearon cultivos monoespecificos, no axénicos y por triplicado en medio “f’ a
una densidad inicial de 1x10° células mL? para cada especie de diatomea. Los cultivos se inocularon con
una concentracion inicial de 1x10? Vibrio mL* para cada especie Vibrio spp. de manera individual. Como
tratamientos control, se utilizaron para cada especie de diatomea cultivos en similares condiciones a las
antes descritas, pero sin la adicién de Vibrio y cultivos de cada especie de Vibrio en medio “f” sin células
de diatomeas. Los tratamientos fueron analizados durante las fases exponencial y estacionaria del
crecimiento, para evaluar la densidad celular de las diatomeas, conteo de bacterias heterotrdficas y
cuantificacion de la densidad de Vibrio spp. Para cada tratamiento experimental, se tomaron volimenes
apropiados para evaluar el peso seco, composicién proximal, pigmentos, fotosintesis y perfil de acidos
grasos. Se evaluaron diferencias significativas en el crecimiento de N. subinflatoides y N. thermalis al ser
cocultivadas con las tres especies de Vibrio spp. (p < 0.05). N. subinflatoides y N. thermalis inhiben el
crecimiento de las tres especies de Vibrio durante la fase exponencial de crecimiento. Se evaluaron
diferencias significativas en la concentracion de las tres especies de Vibrio con respecto al tiempo (p <
0.05). El contenido de bacterias heterotréficas se presentd en todos los tratamientos en el orden de 10°y
107 UFC ml?, lo que muestra que el efecto inhibitorio de las diatomeas es selectivo para las tres especies
de Vibrio evaluadas. El peso seco organico presentd diferencias significativas por la adicidn de las tres
especies de Vibrio spp. durante la fase exponencial (p < 0.05) de N. subinflatoides. La presencia de las tres
especies de Vibrio spp. mostrd diferencias significativas en la composicion proximal de N. subinflatoides y
N. thermalis durante las fases de crecimiento exponencial y estacionaria (p < 0.05). El contenido de
clorofila ¢ y carotenos mostraron diferencias significativas para N. subinflatoides y N. thermalis durante
ambas fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de la adicion de las tres especies de Vibrio spp. La tasa
de transporte de electrones (ETR) y la irradiancia de saturacion (Ek) presentaron diferencias significativas
para N. subinflatoides y N. thermalis durante ambas fases de crecimiento (p < 0.05) por la adicién de las
tres especies de Vibrio spp. La composicién de acidos grasos de N. subinflatoides presentd cambios por la
adicion de las tres especies de Vibrio spp. El contenido total de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)
disminuyd en los tratamientos con las tres especies de Vibrio spp., mientras que, para N. thermalis el
contenido total de PUFAs aumentd por la adicién de las tres especies de Vibrio spp.

Palabras clave: Acuicultura, diatomeas, Vibrio, efecto inhibitorio, Navicula subinflatoides, Nitzschia
thermalis composicidn bioquimica, fotosintesis, composicién de acidos grasos.
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Abstract of the thesis present by Juan Carlos Ayala Garcia as a partial requirement to obtain the Master
in Science degree in Aquaculture.

Inhibitory effect of two diatom species against Vibrio harveyi, V. alginolyticus, and V. campbellii

Abstract approved by:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Thesis Director

Aquaculture is one of the main areas that support the production of food for human consumption.
However, crops can be affected by pathogenic bacteria, among which those of the genus Vibrio stand out
and can cause total losses in the crops. Therefore, it is necessary to have effective control methods that
allow controlling Vibrio-type bacteria in culture systems. The objective of this work was to evaluate the
inhibitory effect of the diatoms Nitzschia thermalis f. kurta and Navicula cf. subinflatoides against
pathogenic bacteria of aquaculture importance, namely, Vibrio campbellii, V. alginolyticus, and V. harveyi.
To achieve the objective, inhibition challenges were performed, for which monospecific, non-axenic, and
triplicate cultures were used in medium "f" an initial density of 1x10° cells mL* for each diatom species.
The cultures were inoculated with an initial concentration of 1x10% Vibrio mL* for each Vibrio spp.
individually. As a control treatment, cultures under similar conditions to those described above, but
without the addition of Vibrio, were used for each diatom species and cultures of each Vibrio species in "f"
medium without diatom cells. The treatments were analyzed during the exponential and stationary phases
of growth to evaluate the cell density of diatoms, heterotrophic bacteria count, and quantification of the
density of Vibrio spp. For each experimental treatment, they were taken necessary to evaluate the dry
weight, proximal composition, pigments, photosynthesis, and fatty acid profile. Significant differences in
the growth of N. subinflatoides and N. thermalis were evaluated when cocultivated with the three Vibrio
spp. species (p < 0.05). N. subinflatoides and N. thermalis inhibit the growth of three Vibrio species during
the exponential phase of growth. Significant differences were evaluated in the concentration of the three
Vibrio species with respect to time (p < 0.05). The content of heterotrophic bacteria was presented in all
treatments in the order of 10° and 107 CFU ml%, which shows the inhibitory effect of diatoms is selective
for the three Vibrio species evaluated. The organic dry weight showed significant differences due to the
addition of Vibrio spp. during the exponential phase (p < 0.05) of N. subinflatoides. The presence of the
three Vibrio spp. species showed significant differences in the proximal composition of N. subinflatoides
and N. thermalis during the exponential and stationary growth phases (p < 0.05). The content of
chlorophyll c and carotenes showed significant differences for N. subinflatoides and N. thermalis during
both growth phases (p < 0.05) due to the addition of the three Vibrio spp. species. The electron transport
rate (ETR) and saturation irradiance (Ek) showed significant differences for N. subinflatoides and N.
thermalis during both growth phases (p < 0.05) due to the addition of the three Vibrio spp. species. The
fatty acid composition of N. subinflatoides showed changes due to the addition of Vibrio spp. and the
content of total polyunsaturated fatty acids (PUFA) decreased in the treatments with with the three Vibrio
spp. species while, for N. thermalis, the total content of PUFAs increased due to the addition of the three
Vibrio spp. species.

Keywords: Aquaculture, diatoms, Vibrio, inhibitory effect, Navicula subinflatoides, Nitzschia thermalis,
biochemical composition, photosynthesis, fatty acid composition.
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Posibles mecanismos celulares de la accidn antibacteriana de los acidos grasos libres.
A) La disrupcion de la cadena transportadora de electrones y la interferencia de la
fosforilacién oxidativa en las bacterias debido a los acidos grasos pueden afectar la
produccién de energia. B) Los acidos grasos podrian provocar la fuga de metabolitos
de la célula bacteriana, lisis celular y autélisis. A su vez, podrian causar la inhibicidn
de las enzimas de membrana y citosdlicas (C), incluidas las necesarias para sintesis de
acidos grasos (D). E) También pueden afectar la absorcidn activa de nutrientes
actuando directamente sobre la proteina de transporte o como resultado indirecto
de la incapacidad de la célula bacteriana para producir ATP. F) Los productos de
peroxidacién de los acidos grasos pueden presentar efectos nocivos sobre la célula
bacteriana y desempefiar un papel en la destruccién celular. Tomada y modificada de
DesbOis Y SMIth (2010)......ccecieireee ettt sttt e sttt st ea s e sbess b eas st sessesansates

Caracterizacion del crecimiento de Navicula subinflatoides A) Conteos celulares; B)
Densidad o6ptica; C) pH. Los datos muestran los valores promedio (n=3) y desviacién
LTS 2= 1 T - OO TSP

Curvas de crecimiento de Navicula subinflatoides A) conteos celulares; B) Densidad
Optica. Los datos muestran los valores promedio y desviacidn estandar de N.
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. N. subinflatoides (m), N.
subinflatoides + V. harveyi (e), N. subinflatoides + V. alginolyticus (A), N.
subinflatoides + V. CAOMPBEIT (V) oueeeeeeeeeeee ettt et s es s v s e v s

Reto de inhibicion de Navicula subinflatoides contra Vibrio harveyi. Los datos
muestran los valores promedio y desviacidn estandar de la densidad de: V. harveyi
(Vibrio mL: (A), V. harveyi en tratamiento control (Vibrio mL: (%) y bacterias
heterotréficas (UFC mL?) () cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL?) (m)). Andlisis
de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas
indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d......cccovevvvvivercevrccnnenne.

Reto de inhibiciéon de Navicula subinflatoides contra Vibrio alginolyticus. Los datos
muestran los valores promedio y desviacidn estandar de la densidad de: V.
alginolyticus (Vibrio mL: (A), V. alginolyticus en tratamiento control (Vibrio mL™:
(%) y bacterias heterotréficas (UFC mL™) (®) cocultivadas con N. subinflatoides (cél
mL?) (m)). Andlisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05).
Letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d>e...

Reto de inhibicién de Navicula subinflatoides contra Vibrio campbellii. Los datos
muestran los valores promedio y desviacién estandar de la densidad de: V. campbellii
(Vibrio mL™: (A), V. campbellii en tratamiento control (Vibrio mL™: (%) y bacterias
heterotréficas (UFC mL?) (@) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL) (m)). Andlisis
de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas
indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d>€.....cccccvveivivvivriceeennnnn.
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Valores promedio y desviacidn estandar del peso seco total de Navicula subinflatoides
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del
crecimiento. Anadlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05).
Letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c. Letras
mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B..............

Valores promedio y desviacidon estandar del contenido de cenizas de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial vy
estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de
Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre
fases de CreCimiENTO: ASB... ...ttt et et ettt e e e b s e eaeeaes

Valores promedio y desviacién estandar del peso seco organico de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial vy
estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de
Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases
dE CrECIMIBNTO: ASB... ottt sttt et sttt s et ee s aese et e reetesen s ee et nen

Valores promedio y desviacién estandar del contenido de carbohidratos de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial vy
estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de
Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases
0 CrECIMIBNTO: ASB.. ..ttt ettt et et es et eeeteete st sae e e s sesbes et aseasareetesaesee s

Valores promedio y desviacion estdndar del contenido de lipidos de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial vy
estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de
Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d>e>f. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre
fases de CreCimieNto: ASB.......cic ittt ettt ettt s et st st b e sbenene

Valores promedio y desviacion estandar del contenido de proteinas de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial vy
estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de
Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre
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Reto de inhibicién de Nitzschia thermalis contra V. harveyi. Los datos muestran los
valores promedio y desviacidén estdndar de la densidad de: V. harveyi (Vibrio mL-1:
(A), V. harveyi en tratamiento control (Vibrio mL -1: (%) y bacterias heterotroficas
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Capitulo 1. Introduccion

Los niveles de produccidn de especies acuaticas mediante la pesca tradicional han alcanzado sus
niveles maximos sostenibles (FAO, 2020). Esto ha provocado que la acuicultura se convierta en un
area fundamental dentro del sector primario para la produccién de alimentos (Platas-Rosado y
Vilaboa-Arroniz, 2014; FAO, 2020). De acuerdo con lo publicado por la FAO (Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, por sus siglas en inglés), en el afio 2018 la
acuicultura alcanzé la cifra de 179 millones de toneladas de produccién total mundial, en donde la
mayoria de estas toneladas fueron destinadas al consumo humano directo (FAO, 2020). Por ello, la
acuicultura es considerada un drea clave para combatir los problemas de suministro de alimentos
en el mundo, se estima que para el ano 2030, serd necesario que la acuicultura produzca
aproximadamente 40 millones de toneladas mas, que permitan mantener los niveles de consumo

actual y hacer frente al constante crecimiento de la poblacion (Rueda-Gonzalez, 2011; FAQ, 2020).

Sin embargo, como en cualquier industria de producciéon animal, la acuicultura se ha visto
severamente afectada por la aparicion de enfermedades ocasionadas por microorganismos
patdgenos como: virus, hongos, protozoarios y bacterias (FAO, 2011). Dentro de este ultimo grupo
se encuentran las bacterias del género Vibrio, las cuales han sido asociadas con la aparicion de
enfermedades en especies de importancia econdmica para la acuicultura tales como: el salmén
(Salmo salar) (Bjelland et al., 2012), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Austin et al., 2005), la
tilapia del nilo (Oreochromis niloticus) (Chatterjee y Haldar, 2012), el camardn blanco (Litopenaeus
vannameij), el langostino tigre (Penaeus monodon) (Haldar et al., 2011), el mejillén del mediterraneo
(Mytilus galloprovincialis) (Anguiano-Beltran et al., 2004) y distintas especies de abuldn (Nicolas et

al., 2002).

La aparicion de enfermedades infecciosas en los cultivos acuicolas puede ocasionar numerosas
pérdidas econdmicas, principalmente asociadas a gastos relacionados con el costo de los
tratamientos y la disminucidén de la produccidn, en donde en algunas ocasiones las pérdidas de los

cultivos pueden ser totales (Blanco et al., 2004).

Debido al riesgo que representa la apariciéon de enfermedades infecciosas en la acuicultura, es de

suma importancia aplicar medidas profilacticas entre las que se encuentran: mantener la calidad del



agua, tener buenos manejos de los cultivos y evitar la aparicién de estrés en los organismos
acudticos, estas medidas pueden ayudar a disminuir la aparicién de las enfermedades infecciosas
(USDA, 2011). Si este tipo de enfermedades llegan a aparecer en los cultivos es fundamental que se
cuente con los métodos adecuados que permitan controlar de manera rapida y eficiente la

proliferacién de los microorganismos patégenos causantes de estas enfermedades.

En la actualidad, el uso de antibidticos es el principal método empleado para controlar la aparicion
de enfermedades infecciosas en los cultivos acuicolas; sin embargo, en ocasiones estas sustancias
guimicas son utilizadas de manera inadecuada al ser empleadas como medidas profilacticas. En este
sentido, Holmstrom et al. (2003) realizaron entrevistas a 76 productores de camardn en donde 53
productores (69.7%) usaban antibidticos. Aunado a esto, entre el total de productores utilizaban
mas de diez diferentes antibidticos, ademads, en la mayoria de los casos los antibiéticos eran usados
como medida profildctica y en algunos casos los antibiéticos se adicionaban a los cultivos
diariamente. Utilizar de manera inadecuada los antibidticos puede traer consigo el desarrollo de
resistencia bacteriana lo que provoca una baja eficacia del tratamiento y por consecuencia pérdidas

econdmicas para los productores.

El empleo de altas concentraciones de antibidticos en los cultivos acuicolas dificulta la aplicacion
correcta del tratamiento, debido al elevado costo econdmico que esto representa. Durante un
estudio realizado por Schar et al. (2020) se determind la concentracién de antibiéticos utilizados en
cultivos de importancia acuicola en cinco paises (China, Egipto, Indonesia, India, Vietnam), las
concentraciones utilizadas para cada especie en cultivo fueron las siguientes: Pez gato (157 mg kg
1), trucha (103 mg kg), tilapia (59 mg kgt), camardén (46 mg kg?), salmén (27 mg kgt). Al igual que
el uso inadecuado de los antibidticos, el empleo de altas dosis de antibidticos puede propiciar la

resistencia bacteriana.

Dado que el uso de los antibidticos trae consigo diversos aspectos negativos como una mayor
inversién econdmica y en ocasiones bajas eficacias del tratamiento, es necesario implementar
nuevas alternativas que permitan disminuir o eliminar el uso de los antibiéticos y que ademas sean

amigables con el medio ambiente.

Una de estas alternativas es la adicién de microalgas a los cultivos, un enfoque conocido como agua

verde (Tamaru et al. 1994; Araujo et al., 2020). Las microalgas han sido ampliamente estudiadas



como productoras de metabolitos, los cuales se ha demostrado pueden tener diversas actividades,
entre ellas actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas de importancia acuicola (Amaro,
2011). Si bien, no estan totalmente elucidados los mecanismos que las microalgas tienen para
favorecer el desarrollo de los organismos en cultivo algunas de teorias incluyen: 1) Excrecién de
sustancias o metabolitos que controlan la proliferacion de microorganismos patdgenos y que
estimulan el crecimiento de los organismos en cultivo; 2) si se trata de larvicultura las microalgas
pueden tener un efecto sombra (atenuacién de la luz) lo que tiene un efecto benéfico sobre las
larvas; 3) un efecto prebidtico de las microalgas. Probablemente la efectividad del enfoque de agua

verde se deba a una combinacidn de las teorias antes mencionadas (Tamaru et al., 1994).

1.1 Antecedentes

Los principales microorganismos asociados a enfermedades en acuicultura son los virus y las
bacterias (Cordero et al., 2013; FAO, 2017). El primer grupo es importante debido a que ocasionan
enfermedades en especies de importancia acuicola, suelen encontrarse de manera abundante en
ambientes acudticos y no se cuenta con métodos para su control (Sandaa y Bratbak, 2018). Dentro
de este grupo se encuentra el nodavirus, el cual puede ocasionar altas tasas de mortalidad en larvas
y juveniles de distintas especies de peces marinos, este virus ocasiona degeneracién neuronal en el
sistema nervioso central y dafios en la retina, como lo demostraron Huang et al. (2001) para el
barramundi (Lates calcarifer). Otro virus con la capacidad de ocasionar altas pérdidas econémicas
es el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV, por sus siglas en inglés), Ahmadivand et
al. (2017) aislaron e identificaron este virus en alevines de trucha arcoiris, la mortalidad de los
alevines infectados por este virus fue del 90%, los peces infectados presentaban distensién

abdominal, exoftalmia y hemorragia en los ojos.

En cuanto a moluscos, Gu et al. (2019) evaluaron la prevalencia del herpesvirus del abulén en dos
diferentes especies de este molusco (Haliotis diversicolor y H. discus hannai). Para ello, utilizaron
una muestra de 1582 organismos, en donde alrededor del 25% de las muestras mostraron altas

cargas virales, estos resultados permitieron identificar al herpesvirus como el agente etiolégico de



la enfermedad viral de baja temperatura del abuldn, la cual puede ocasionar problemas de

mortalidad.

Por otra parte, el virus de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés), es un virus altamente
patdgeno con la capacidad de ocasionar pérdidas de cultivo totales, como lo describe Jatuyosporn
etal. (2019) para el camarén tigre (Penaeus monodon). Otro de los virus de importancia en el cultivo
de camardn es el virus de la cabeza amarilla (YHV), el cual fue descrito por primera vez en 1993 en
Tailandia, donde ocasiond pérdidas masivas en cultivos de P. monodon. Como lo desmostraron
Chantanachookin et al. (1993) a partir de pruebas histoldgicas la presencia de particulas virales en
muestras de camarones de la especie P. monodon que presentaban una coloracion amarilla en el
cefalotdérax. De esta manera se establecié que el virus YHV es un importante patégeno para los
cultivos de camardn. Por otra parte, el virus del sindrome de Taura (TSV) ha sido asociado con la
aparicion de enfermedades en el camardn del Pacifico (Litopenaeus vannamei). Zarain-Hersberg y
Ascencio-Valle (2000) realizaron un estudio en 33 granjas de cultivo de camardn en el estado de
Sinaloa. Muestras de tejidos de camardn que presentaban necrosis y melanizacién en distintos
organos fueron analizadas mediante histologia, los resultados mostraron un 81% de prevalencia en

las muestras analizadas.

Dentro del grupo de las bacterias destacan las intracelulares tipo hepatopancreatitis necrotizante
(NHP), el género Pseudomonas y las bacterias del tipo Vibrio (Park et al., 2000; lbarra-Gamez et al.,
2005; Venkateswara, 2015). Este ultimo grupo representa una de las enfermedades bacterianas con

mayor prevalencia que pueden afectar peces, crustaceos y moluscos (Ina-Salwany et al., 2018).

Las bacterias tipo Vibrio son Gram negativo, presentan formas de bacilos rectos o curvos, no forman
esporas, son anaerobias facultativas, poseen un Unico flagelo polar que les permite tener motilidad
y pertenecen a la familia Vibrionaceae (Thompson et al., 2004). Estas bacterias son habitantes
naturales de la flora y la fauna, y llegan a constituir hasta el 60% de la poblacién bacteriana del
medio ambiente en algunas regiones estuarinas (Aguirre-Guzman et al., 2013). En especies como el
camaron, las bacterias de este género se encuentran presentes en bajas concentraciones de manera
natural en el estdmago, branquias y cuticula de estos crustdceos (Santiago et al., 2009). Sin

embargo, cuando el sistema inmune del camardn se encuentra suprimido, estas bacterias colonizan



en altas concentraciones el estémago de los camarones lo que puede causar enfermedad y

eventualmente mortalidad (Defoirdt et al., 2011).

Diferentes especies de bacterias pertenecientes al género Vibrio tienen la capacidad de ocasionar
enfermedades en diversas especies de importancia acuicola. En este contexto, Anguiano-Beltran et
al. (1998), evaluaron la patogenicidad de V. alginolyticus (ATCC 17749) en larvas y postlarvas de
abuldn rojo (H. rufescens), los resultados indican que una concentracién de 1 x 10° células
bacterianas pueden causar mortalidades masivas en las larvas de abulén en las primeras 24 h. Por
otra parte, en 2004, el mismo grupo de trabajo realizd ensayos para evaluar la supervivencia y
normalidad (cambios morfoldgicos) en larvas veliger del mejillon del mediterraneo (Mytilus
galloprovincialis) al ser expuestas a distintas concentraciones de V. alginolyticus (ATCC 17749) (1 x
102 a1 x 10° cél mLY). Los resultados mostraron una supervivencia del 79%; sin embargo, el 89% de
las larvas presentaron una forma irregular y una reduccién en los filamentos del biso cuando las
concentraciones bacterianas eran superiores a 1 x 10* cél mL?, por lo que los autores sugieren
mantener concentraciones menores de 1 x 103 cél mL? durante el cultivo de larvas de M.

galloprovincialis.

Por otra parte, Cai et al. (2006) aislaron 15 cepas bacterianas a partir de juveniles de cobia
(Rachycentron canadum) que presentaban signos de letargia, piel oscura y ojos dafiados. Los 15
aislamientos bacterianos fueron identificados como Vibrio alginolyticus al ser comparados con la
cepa de referencia V. alginolyticus (ATCC 17749), estos resultados revelan que esta especie
bacteriana es un patdgeno de importancia en el cultivo de cobia. En otro estudio, Long-Uongy Jiann-
Chu (2005) demostraron que L. vannamei es susceptible a V. alginolyticus cuando el sistema inmune

del camardn se encuentra suprimido.

Mediante un estudio realizado por Wang et al. (2015) a partir de muestras de camardn blanco
(Litopenaeus vannamei) que presentaban fluorescencia, disminucién en el consumo de alimento y
altas tasas de mortalidad, se lograron aislar bacterias, las cuales a partir de métodos moleculares
fueron identificadas como V. campbellii. Ademas, el gen hly que codifica para el factor de virulencia
hemolisina fue identificado y comparado con el gen homélogo de la cepa de referencia V. campbellii
CAIM 416 (Collection of Aquacultural Importance Micro-Organism), en donde se encontré una

similitud del 99%. Estos factores de virulencia son muy potentes y presentan actividades hemoliticas



y citoliticas, por lo que tienen la capacidad de destruir el epitelio intestinal de los camarones y

eventualmente ocasionar mortalidad (Ruwandeepika et al., 2010).

En 2018, Praja y Safnurbaiti, demostraron que las especies de camardn L. vannamei, Penaeus
monodon y P. chinensis son susceptibles a infecciones ocasionadas por V. parahaemolyticus, esta
cepa ocasiona la enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHNPD, por sus siglas en
inglés), dicha enfermedad puede llegar a ocasionar pérdidas totales en los cultivos (Flegel, 2012; Li

et al., 2017).

Por otro lado, Zhang y Austin (2000) obtuvieron 19 aislamientos bacterianos identificados como V.
harveyi, de los cuales 14 fueron patégenos para la trucha arcoiris (0. mykiss) y el salmén del
Atlantico (S. salar). Ademas, se realizaron ensayos en los que se inoculd via intraperitoneal una
concentracion de 1 x 10° cél organismo™ en donde se observaron mortalidades de hasta el 100%.
Ademads, Aguirre-Guzman et al. (2004) y Chatterjee y Haldar (2012) evidenciaron que V. harveyi

puede ocasionar dafios en cultivos de camardn blanco del pacifico (L. vannamei).

Por lo anterior, es fundamental contar con los métodos de control adecuados que detengan el
crecimiento o eliminen este tipo de bacterias patdgenas de los sistemas de cultivo. Actualmente, el

principal método de control de bacterias del género Vibrio es el tratamiento con antibidticos.

De acuerdo con su mecanismo de accién, los antibidticos pueden dividirse en dos grupos:
bacteriostaticos y bactericidas. Los primeros son aquellos que impiden la multiplicacién y desarrollo
de los patdgenos, y el segundo grupo, hace referencia a aquellos antibidticos que ocasionan la
muerte de los patdgenos (Giron-Matute, 2008). Los antibidticos son empleados mayormente en el
area de la ganaderia, por lo que aproximadamente el 50% de la produccion mundial de estas
sustancias son utilizadas en esta actividad. Los antibioticos son utilizados en animales sanos como
profildcticos y promotores del crecimiento, por lo que estos usos superan ampliamente la aplicacion
de los antibidticos como terapéuticos (Torres y Zarazaga, 2002). En acuicultura, estos farmacos se
utilizan para prevenir y tratar infecciones bacterianas en diversos cultivos, principalmente de peces
e invertebrados (Bermudez-Almada et al., 2014; Miranda et al., 2018). Sin embargo, al igual que en
otras areas de produccidn, los antibidticos se utilizan erréneamente como medidas profilacticas, lo

gue puede ocasionar que las bacterias desarrollen mecanismos de resistencia ante los antibidticos



y de esta manera la eficacia de la terapia se vea sumamente reducida (Santiago et al., 2009; Chavez-

Dominguez, 2018).

Uno de los factores mds importantes a considerar al momento de seleccionar un antibidtico es su
costo econdmico, ya que existen diversos tratamientos basados en antibiéticos que han demostrado
ser muy efectivos. Sin embargo, los costos econdmicos para aplicar estos antibidticos en las
concentraciones y tiempos adecuados resultan muy onerosos, y en diversas ocasiones es muy
complicado aplicar el tratamiento completo en los cultivos infectados por Vibrio spp. Al no aplicar
los antibidticos de la manera correcta, las bacterias pueden llegar a desarrollar mecanismos de
resistencia al antibidtico (Santiago et al., 2009; Bermudez-Almada et al., 2014). Otro problema
asociado al uso de antibidticos es la contaminacién de aguas subterrdneas, debido a que estos son
administrados principalmente en el alimento, por lo que una parte del antibidtico se queda en el
agua, ademas, otra parte no es absorbida por el organismo acuatico y es liberada en las heces, la

orina y otros fluidos, contaminando las aguas subterraneas (Capone et al., 1996).

En el afio 2017, el uso total de antibidticos en acuicultura a nivel mundial fue aproximadamente de
10,259 toneladas y se estima que para el 2030 esta cifra aumente alrededor del 30% (Schar et al.,
2020). Del total de antibidticos que se emplean para acuicultura en todo el mundo la region Asia-
Pacifico representa un 94%, seguidos por Africa y Europa con un 2%, respectivamente (Schar et al.,

2020).

En Meéxico, los antibidticos utilizados con mayor frecuencia para combatir las enfermedades
producidas por bacterias del género Vibrio son: Oxitetraciclina, Florfenicol, Ormetoprima,
Sulfametoxazol, Sarafloxacina, Enroflaxacino y Ciprofloxacino (Roque et al., 2001). En la tabla 1, se
muestran las dosis y los dias de duracidn de la terapia de antibidticos mayormente usados en

acuicultura.

Tabla 1. Dosis y duracidn de terapia de los principales antibidticos usados en acuicultura.

Antibiético Dosis (mg kg* de biomasa) Duracion de la terapia (dias)
Oxitetraciclina 120-240 7-12
Ciprofloxacino 10-15 7-12
Enrofloxacino 10-15 7-12
Florfenicol 50-80 7-12

Tomada y modificada de Santiago et al. (2009).



Como se observa en la tabla 1, los antibioticos oxitetraciclina y florfenicol requieren dosis altas y la
duracidn de las terapias es prolongada, estos dos aspectos pueden favorecer el desarrollo de
resistencia por parte de las bacterias. En México, como en la mayoria de los paises, no se cuenta
con una regulacion sobre el uso de antibidticos, es decir, no esta establecido que antibidticos y a
que dosis deben usarse ni durante cuantos dias. México cuenta con la norma NOM-EM-05-PESC-
2002, la cual establece los requisitos y medidas para prevenir o controlar la dispersion de
enfermedades de alto impacto, asi como para el uso y aplicacion de antibidticos en la
camaronicultura nacional. Sin embargo, en esta norma no se establece ningln tipo de regulaciéon
sobre el uso de los antibiéticos. Todos los problemas mencionados anteriormente entorno al uso de
antibidticos, conllevan a la busqueda de nuevas alternativas que disminuyan o reemplacen por

completo el uso de estos farmacos en la acuicultura.

Entre las alternativas contra uso de antibidticos para el control de bacterias patdgenas en
acuicultura destacan las siguientes: control con bacteriéfagos, inhibicion de la replicacion del
cromosoma Il de Vibrio spp., inhibicion de la expresién de genes de virulencia e inhibicién del

crecimiento por metabolitos secretados por microalgas (Defoirdt et al., 2011).

Los bacteriofagos son virus que infectan exclusivamente a bacterias, esta cualidad ha sido
ampliamente utilizada desde su descubrimiento, realizando terapias con bacteriéfagos contra
bacterias patdogenas. Esta estrategia fue muy utilizada, sin embargo, con el descubrimiento de los
antibidticos en los afos 40, el uso de los bacteriéfagos disminuyd considerablemente. Actualmente,
debido a los problemas asociados con los antibidticos, se ha vuelto a retomar el uso de bacteriéfagos
(Segundo et al., 2010). En acuicultura los bacteriéfagos han sido empleados para controlar bacterias

patdgenas como las del género Aeromonas (Nakai y Park, 2002).

Una alternativa dirigida exclusivamente a la erradicacidn de bacterias del género Vibrio es la
inhibicidn de la replicacién del cromosoma |l de estas bacterias, para ello, se aprovecha que el
genoma de estas bacterias se encuentra compartido en dos cromosomas. La replicacion del
cromosoma Il, es iniciada por el gen rctB el cual se encuentra presente en todas las bacterias de este
género, lo que lo convierte en un blanco ideal para inhibir el crecimiento de estos patégenos (Egan

y Waldor, 2003). En este contexto, Yamaichi et al. (2009) evaluaron la actividad de un compuesto



llamado vibrepin, el cual demostrd ser eficaz evitando la expresion del gen rctB en diversas especies

del género Vibrio.

Otra opcién se basa en la inhibicién de la expresién de genes de virulencia de las bacterias
patdgenas. En este enfoque, primero deben de identificarse los genes de virulencia en las bacterias
patdgenas de interés, y posteriormente, buscar mecanismos que permitan inhibir la expresidn de
dichos genes (Defoirdt et al., 2011). Con base en lo anterior, Jyn-Hyung et al. (2014) evaluaron
tratamientos a distintas concentraciones de nanoparticulas de ZnO (0.5 y 1 Mm) en la bacteria
Pseudomonas aeruginosa para evaluar la produccidn de cuatro factores de virulencia piocianina,
sefial de quinolona en Pseudomonas (PQS, por sus siglas en inglés), pioquelina y pioverdina. Los
resultados demostraron que los tratamientos con nanoparticulas de ZnO 1 mM, disminuyeron la
produccién de los factores de virulencia, con excepcién de la pioverdina, la cual aumentd su

produccién con los distintos tratamientos de nanoparticulas.

Otra de las alternativas prometedoras consiste en la inhibicidn del crecimiento de patégenos a partir
de compuestos producidos por microalgas, como los acidos grasos (Figura 1). Diversos estudios han
demostrado que estos compuestos presentan actividad antimicrobiana contra un amplio espectro
de bacterias patdgenas. En este sentido, el uso de microalgas con aplicaciones antimicrobianas es
una estrategia que puede disminuir el uso de antibiéticos, debido a que se ha demostrado que estos
microorganismos tienen una gran capacidad de producir diversos compuestos con actividad
antimicrobiana entre los que se encuentran los polisacaridos y los acidos grasos (Deifordt et al.,
2011). Las diatomeas, son un grupo de algas unicelulares que han sido utilizadas como productoras
de metabolitos con actividad bioldgica (Naviner et al., 1999). Las diatomeas se encuentran en todos
los océanos y representan uno de los tipos mas comunes de fitoplancton (Sadava et al., 2008). Por
lo tanto, estos microorganismos son prometedores en el drea de la biotecnologia como productores
de compuestos con distintas actividades, como la actividad antibacteriana, que permita inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas (Amaro et al., 2011). Entre las principales caracteristicas de
interés de las diatomeas, se encuentran un notable metabolismo, requieren solo fuentes
inorganicas de bajo costo como nitrogeno y fdosforo, usan didxido de carbono como nutriente

esencial y dependen de la luz para cumplir con los requerimientos energéticos.
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Figura 1. Posibles mecanismos celulares de la accion antibacteriana de los acidos grasos libres. A) La disrupcion
de la cadena transportadora de electrones y la interferencia de la fosforilacion oxidativa en las bacterias
debido a los acidos grasos pueden afectar la produccién de energia. B) Los acidos grasos podrian provocar la
fuga de metabolitos de la célula bacteriana, lisis celular y autdlisis. A su vez, podrian causar la inhibicion de las
enzimas de membrana y citosdlicas (C), incluidas las necesarias para sintesis de acidos grasos (D). E) También
pueden afectar la absorcidn activa de nutrientes actuando directamente sobre la proteina de transporte o
como resultado indirecto de la incapacidad de la célula bacteriana para producir ATP. F) Los productos de
peroxidacidn de los acidos grasos pueden presentar efectos nocivos sobre la célula bacteriana y desempefiar
un papel en la destruccidn celular. Tomada y modificada de Desbois y Smith (2010).

Se ha demostrado que las microalgas tienen una gran capacidad para producir diversos metabolitos
con aplicaciones muy prometedoras. Algunos de estos compuestos presentan alta actividad contra
bacterias patégenas de importancia en acuicultura, por lo que dichos compuestos pueden ser

utilizados como alternativa al uso de los antibidticos (Amaro et al., 2011).

Existen dos metodologias que permiten determinar la actividad antibacteriana de las microalgas: la
primera consiste en evaluar los extractos celulares obtenidos de las microalgas y la segunda
metodologia se lleva a cabo de manera in vivo, mediante un enfoque denominado agua verde. El
uso de los extractos celulares es mas especifico, ya que, al evaluar los distintos extractos obtenidos

a partir de las microalgas, se puede conocer el componente activo que presenta la actividad



11

antibacterianay a partir de ese componente elaborar un tratamiento contra el patégeno de interés.
Sin embargo, esta metodologia puede presentar desventajas, por ejemplo, el componente activo de
interés puede ser producido en bajas cantidades por las microalgas, lo que conlleva a que la
actividad del extracto sea de baja eficacia o bien, tengan que producirse grandes cantidades de

biomasa para producir el compuesto activo en concentraciones considerables.

En la técnica de evaluacion in vivo se emplean cultivos de microalgas, los cuales son inoculados con
las bacterias patégenas para evaluar la actividad antibacteriana de los cultivos de interés. Las
microalgas son utilizadas ampliamente en acuicultura para alimentacién de diversos cultivos, tales
como larvas de moluscos, equinodermos, peces y crustaceos (Miuller-Feuga, 2000). Ademas de
proporcionar nutrientes, las microalgas pueden funcionar como sistemas de biocontrol y mejorar la
calidad de agua, ya que tienen la capacidad de remover el fosforo y el nitrégeno (Garzon-Zuiiga et
al., 2012). Una de las desventajas de esta metodologia, es que no se conoce el componente activo

gue presenta la actividad antibacteriana ni su mecanismo de accion.

Entre los principales componentes con actividad antibacteriana producidos por las microalgas se
encuentran los polisacdridos y los acidos grasos. A continuacidn, se presentan los principales
estudios donde se ha encontrado que los componentes activos que tienen la actividad
antimicrobiana son los polisacaridos y los acidos grasos. Desbois et al. (2008), realizaron un estudio
con la diatomea Phaeodactylum tricornutum utilizando extractos acuosos, y demostraron que el
acido eicosapentanoico (EPA), un acido graso poliinsaturado, presenta una alta actividad contra las

bacterias patégenas Vibrio anguillarum, Micrococcus luteus y Photobacterium sp.

En el 2010, Sanchez-Saavedra et al. evaluaron la actividad antibacteriana de extractos orgdnicos de
seis especies diferentes de fitoplancton (Synechococcus elongatus, Synechocystis sp., Dunaliella
tertiolecta, Chaetoceros muelleri, Porphyridium cruentum y Amphiprora paludosa) contra diferentes
bacterias, tanto Gram positivas como Gram negativas. Los extractos orgdnicos de las seis especies
de fitoplancton evaluadas presentaron actividad contra la bacteria Bacillus subtilis. Ademas, con
excepcion de P. cruentum, todas las especies de fitoplancton mostraron actividad contra
Staphylococcus aureus. Por lo tanto, los extractos de fitoplancton podrian ser utilizados para el
control de B. subtilis y Staphylococcus aureus. Por otro lado, Bhagavathy et al. (2011), estudiaron la

actividad antibacteriana de diversos compuestos bioactivos de la microalga Chlorococcum humicola.



12

Los compuestos evaluados fueron extraidos con diversos solventes organicos tales como acetona,
benzeno, cloroformo, entre otros. Los compuestos bioactivos que presentaron actividad
antibacteriana contra V. cholerae, Klebsiella pneumoniae y B. subtilis fueron carotenoides,

alcaloides, carbohidratos y acidos grasos.

En el 2012, Gonzalez-Davis et al. evaluaron extractos acuosos y organicos de veintiocho especies de
microalgas marinas y cianobacterias contra V. campbellii, nueve de estos extractos presentaron
actividad antibacteriana contra V. campbellii. Ademads, utilizaron las microalgas Dunaliella
tertiolecta y Skeletonema costatum en cultivos de agua verde para juveniles de L. vannamei para
evaluar su efecto contra bacterias patégenas del género Vibrio, sin embargo, no se encontraron
diferencias en la mortalidad entre los tratamientos probados. Por otro lado, los camarones que
fueron suplementados con la microalga S. costatum, presentaron altos valores de masa orgdnica y
una mayor tasa de crecimiento, lo que indica que las microalgas ademds de producir compuestos

antibacterianos ayudan en la nutricion de L. vannamei.

Por su parte, Najdenski et al. (2013) evaluaron de manera in vitro la actividad antimicrobiana de
nueve cepas de cianobacterias y diez cepas de microalgas contra ocho patégenos que pueden
ocasionar enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s). Extractos acuosos obtenidos de las
cianobacterias Gloeocapsa sp. y Synechocystis sp. presentaron el espectro de actividad mas amplio.
En tanto que, Anabaena sp. presentd la actividad antimicrobiana mds alta, pero solo contra
bacterias Gram positivas. Por otra parte, los acidos grasos de todas las microalgas evaluadas
presentaron actividad contra las bacterias Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus. Por
ultimo, los exopolisacéaridos (EPS) provenientes de Gloeocapsa sp. presentaron actividad contra los
ocho patdgenos utilizados en este estudio, lo que convierte a los EPS de Gloeocapsa sp. en una

potencial alternativa contra el uso de los antibidticos.

Molina-Cardenas et al. (2014) evaluaron la actividad antibacteriana de Isochrysis galbana contra
tres especies de bacterias patdgenas del género Vibrio: V. alginolyticus, V. campbellii y V. harveyi.
Se realizé un reto y se inoculd 1 x 102 UFC mL™ de cada una de las tres especies de Vibrio. Por accidn
de I. galbana las concentraciones de Vibrio en los cultivos llegaron a niveles indetectables después
de 24 a 144 h en dependencia de la especie de Vibrio. Durante la fase estacionaria se evalué la

composicion de acidos grasos, siendo los mas predominantes el acido esteariddnico, acido oleico y
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el 4cido miristico, por lo que se sugiere que la actividad antibacteriana de /. galbana es debida a la
produccién de estos acidos grasos. Molina-Cardenas et al. (2020) estudiaron el efecto de V. cholerae
en el perfil de acidos grasos de /. galbana. Los resultados mostraron que la interaccion entre V.
cholerae e I. galbana provocd un aumento en los niveles de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs,
por sus siglas en inglés), a saber, acido linoleico, acido linolénico, acido eicosatrienoico y el acido
eicosatetranoico. Debido a que estos acidos grasos antes mencionados, son de importancia desde
el punto de vista nutricional y farmacéutico, esta interaccidon podria ser aprovechada por el area
biotecnoldgica para producir mayores niveles de estos acidos grasos. Sin embargo, para aprovechar
el aumento de estos acidos grasos por parte de las microalgas debido a la interaccidn con bacterias
patdégenas, como las del género Vibrio, es necesario eliminar la patogenicidad en las bacterias para

gue la aplicacidn farmacéutica o nutricional de los dcidos grasos de las microalgas sea seguro.

Alsenani et al. (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana de tres microalgas (/. galbana,
Scenedesmus sp. NT8c, Chlorella sp. FN1) contra nueve bacterias patégenas de importancia vegetal
y alimentaria. Los ensayos de inhibicién se realizaron mediante ensayos de difusién en disco donde
se demostro que las tres especies de microalgas presentaron actividad antibacteriana contra seis de
las nueve bacterias patdgenas evaluadas. Finalmente, mediante técnicas de cromatografia se
lograron identificar cuatro acidos grasos (linolénico, oleico, docosahexaenoico, eicosapentanoico)

como los principales candidatos con efecto inhibitorio.

1.2 Justificacion

Distintas especies de bacterias del género Vibrio tienen la capacidad de causar enfermedades en
cultivos de importancia acuicola. Algunas de estas especies pueden llegar a ocasionar pérdidas
totales en los cultivos acuicolas, lo que se traduce en pérdidas econdmicas importantes para los
productores. Por ello, es fundamental contar con los métodos que permitan controlar a estas
bacterias que tienen impacto en la acuicultura. Actualmente, el método mas utilizado es el uso de
antibidticos, sin embargo, las bacterias pueden desarrollar mecanismos de resistencia, lo que
provoca una baja eficacia del antibidtico para controlar enfermedades en la acuicultura. Ademas,

los antibidticos son contaminantes de las aguas residuales de la industria acuicola. Por lo anterior,
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implementar nuevas alternativas como el uso de microalgas para la inhibicion de bacterias que
causen problemas de enfermedades en la industria acuicola como las del género Vibrio, serd de gran
ayuda para prevenir o disminuir las enfermedades ocasionadas por estas bacterias. Por lo anterior,
en este trabajo se evalué el efecto inhibitorio de las diatomeas N. thermalis y N. subinflatoides
contra tres especies patdogenas del género Vibrio (V. campbellii, V. alginolyticus y Vibrio harveyi). Las
diatomeas utilizadas en este trabajo fueron aisladas en Baja California, México, por lo que al estar
adaptadas a las condiciones ambientales de esta zona podrian ser buenas alternativas para su uso

en cultivos de esta region.

1.3 Hipotesis

* Ladensidad de Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii disminuye en relacion inversa
a la densidad celular de los cultivos monoespecificos de las diatomeas Navicula cf.

subinflatoides o Nitzschia thermalis f. kurta.

* El contenido de carbohidratos disminuye en cada una de las especies de diatomeas
(Navicula cf. subinflatoides o Nitzschia thermalis f. kurta), al ser mantenidas en cocultivos

con cada especie de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio de las diatomeas Nitzschia thermalis y Navicula subinflatoides contra

Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii
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1.4.2. Objetivos especificos

Evaluar la capacidad inhibitoria de las diatomeas (N. thermalis y N. subinflatoides) contra
Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii), mediante monitoreo de la densidad de
células de las diatomeas, del contenido de Vibrios y de la cantidad de bacterias
heterotroficas.

Caracterizar la composicién proximal, respuesta fotosintética y perfil de acidos grasos de
cada una de las especies de diatomeas (N. thermalis y N. subinflatoides), al ser mantenidas

en cocultivos con cada especie de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Origen de las cepas de diatomeas

Las cepas de las diatomeas utilizadas en este estudio fueron aisladas por Jiménez-Valera y Sdnchez-
Saavedra (2016) a partir de muestras de agua de mar provenientes de Baja California, la diatomea
Nitzschia thermalis f. kurta (Figura 42) fue aislada de San Quintin, mientras que Navicula cf.

subinflatoides (Figura 42) fue aislada en Ensenada.

Las dos cepas de diatomeas antes mencionadas se obtuvieron de la coleccidn del Laboratorio de
Biotecnologia de Algas (BIOAL), del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion

Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja California (CICESE).

2.2 Mantenimiento de cepas y cultivos de diatomeas

Las cepas de las dos especies de diatomeas bentdnicas se mantuvieron de forma no axénica y
monoespecifica en “batch” o sistemas por lotes en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL de
agua de mar estéril con medio “f” (Guillard y Ryther, 1962) y sin recambio de medio. Los medios de
cultivo se prepararon utilizando agua de mar proveniente del sistema semicerrado y que abastece
el Laboratorio Himedo Central del Departamento de Acuicultura (CICESE). El agua de mar tuvo un
proceso de sedimentacién y fue pasada por una serie de filtros rapidos de arena y cartuchos de fibra
de vidriode 10,5y 1 um y fue irradiada con luz ultravioleta. Ademas, el agua de mar fue esterilizada

en una autoclave a 121 °Cy a una presion de 1.02 kg cm™ durante 20 min.

Para cada uno de los cultivos se realizé6 un mantenimiento semanal al inocular un nuevo cultivo con
un 10% de cultivo madre. Las condiciones ambientales a las que fueron mantenidos los cultivos son:
temperatura de 22 °C + 1 °C, irradiancia continua de luz blanca fria (SILVANIA F40W) a 100 pmol m’

251, salinidad de 35 + 0.03 g L%, sin aireacién y agitacion manual diaria.
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2.3 Caracterizacion de la curva de crecimiento de las diatomeas

El crecimiento de los cultivos de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis se realizé de forma
monoespecifica, por triplicado y en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL de medio “f’
preparado con agua de mar. Los cultivos se mantuvieron en similares condiciones ambientales como

las descritas en el inciso 2.2.

Para evaluar el crecimiento de los cultivos de las diatomeas, se realizaron conteos celulares diarios
con un hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto (Olympus CX-31).
La tasa de crecimiento se evalud con la ecuacidn 1, descrita por Fogg y Thake (1987) y el tiempo de

generacion con la ecuacion 2.

_ (logyN;) — (log,N;) (1)
H=
t,—t

u= Tasa de crecimiento especifica (divisiones por dia)

N,= Concentracion de células tiempo 2

N,= Concentracion de células tiempo 1

Log,= Logaritmo de base dos de la concentracidn de células
to,=Tiempo 2

ti=Tiempo 1

TG=1/p (2)

TG= Tiempo de generacién

M = tasa de crecimiento

Ademas de los conteos celulares, el crecimiento de las diatomeas se evalué mediante turbidimetria,

para ello, se colocaron 1.5 mL de cultivo en una celda y se midié la absorbancia a una longitud de
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onda de 680 nm. Durante la caracterizacion del crecimiento de las diatomeas, diariamente fueron

monitoreados los pardmetros de temperatura y pH (potenciometro Ohaus Starter 3100).

2.4 Cultivo de Vibrio

Las tres cepas de Vibrio seleccionadas por ser patdgenas para organismos acuaticos en cultivo
fueron: Vibrio alginolyticus proveniente de la “American Type Culture Collection” (ATCC) 17749
(CICESE 04), V. harveyi DN 01 (CICESE 597), donada por la Dra. Martha Gomez-Chiarri de la
Universidad de Rhode Island USA, sefialado como patégeno para el lenguado del Atlantico,
Paralichthys dentatus y V. campbellii (CICESE 559) (cepa Z-2), aislada por la Dra. lvon Gifard en una
granja camaronicola de Sonora en 1999 y depositada en la “Collection of Aquacultural Importance
Micro-Organism” (CAIM 416), del Centro de Investigacidon en Alimentacidn y Desarrollo (CIAD). Las
tres especies de Vibrio fueron obtenidas de la coleccidon de microorganismos del CICESE, las cuales
se encuentran resguardadas por el Dr. Marcial Leonardo Lizdrraga Partida, investigador del

Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.

Los cultivos de las tres especies de Vibrio se realizaron en tubos de vidrio con 10 mL de medio ZoBell
(DIFCO) (Oppenheimer y Zobell, 1952). El medio de cultivo ZoBell se esterilizd previamente en una
autoclave a 121 °Cy a una presién de 1.02 kg cm™ durante 20 min. Para cada especie de Vibrio se
tomd una asada del tubo, la cual fue resembrada de forma monoespecifica en cajas Petri con 20 mL
de medio ZoBell. Las cajas con los cultivos de las distintas especies de Vibrio spp. fueron incubadas

a 28 °Cpor 24 h.

2.5 Preparacion de indculo de bacterias

Se emplearon tubos de cultivo de 20 mL con tapa de rosca, los cuales se llenaron con 9 ml de suero
fisiolégico (cloruro de sodio) y se esterilizaron a las mismas condiciones mencionadas en la seccion

2.4. Una vez esterilizados se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.
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Los cultivos de las tres especies de Vibrio se sembraron densamente y de manera individual en cajas
Petri con medio ZoBell y, posterior al tiempo de incubacidn, a cada uno de los cultivos se le agregd
de 2 a 3 mL de suero fisioldgico. Después de agregar el suero se removié la capa de bacterias con
ayuda de una pipeta, evitando raspar la superficie del medio. La mezcla de suero fisioldgico y las
bacterias que fueron recuperadas de las cajas Petri se regresaron al tubo del cual se tomaron los mL
de suero inicialmente. Los tubos con el inéculo madre de cada una de las especies de bacterias se
agitaron y se dejaron reposar hasta que los agregados de bacteria se encontraran completamente
disueltos. Una vez que ya no se observaban agregados bacterianos, se adiciond por goteo de esta
mezcla a un nuevo tubo de cultivo con suero fisiolégico y se realizaron mediciones en un
espectrofotémetro a 600 nm, hasta obtener una densidad dptica de 0.05 lo que corresponde a una

densidad de 1 x 10° UFC mL (Anguiano-Beltran, 1996).

2.6 Conteo de bacterias

Antes de inocular los cultivos de diatomeas con Vibrio spp. se cuantificé el nimero de bacterias
heterotroficas mediante conteo indirecto en medio ZoBell y ademas se corrobord la ausencia de

bacterias del género Vibrio en los cultivos de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis.

Para la evaluacién de la posible presencia de Vibrio en los cultivos de diatomeas, se realizé el
siguiente procedimiento: Se prepararon cajas Petri que contenian medio Tiosulfato Citrato Bilis
Sucrosa (TCBS, DIFCO) (Tamura et al., 1971) en las cudles se colocaron los filtros con las muestras
de los cultivos de diatomeas. Se filtraron volumenes de 1 y 10 mL de cultivo de las diatomeas N.
subinflatoides y N. thermalis mantenidas en cultivos de manera individual. La colecta de muestras
se realizd mediante filtros estériles de nitrocelulosa de 47 mm de didametro, con cuadricula de
referencia y una luz de malla de 0.22 um. Las cajas Petri con los filtros se incubaron a 28 °C durante
24 h, pasado este tiempo se revisaron las cajas para confirmar la presencia o ausencia de colonias

de bacterias del género Vibrio.

El nimero de bacterias heterotréficas que se encontraban en los cultivos de las diatomeas N.

subinflatoides y N. thermalis se cuantificé mediante dilucidn en serie. Para lo anterior, se tomd 1 mL
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de cada cultivo y para cada caso se realizaron diluciones hasta 103, posteriormente, se tomaron 100
uL de las diluciones 102y 103y se sembraron en cajas Petri con medio ZoBell, preparado como ya
descrito en la seccidn 2.4. Las cajas Petri con las muestras se incubaron a 28 °C por un periodo de
24 a 48 h. Después del tiempo de incubacidn, las colonias se contaron con ayuda de un contador de
colonias marca Reichert. El nimero de colonias contadas se expresé en UFC presentes en 1 ml (UFC
mL?). Este procedimiento se repitié después de inocular los cultivos de diatomeas con cada una de

las tres especies de Vibrio alas 0, 24, 48,96 y 168 h.

2.7 Retos de inhibicion del crecimiento de Vibrio

Los cultivos de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis descritos en la seccidén 2.3 se utilizaron
como indculo y se corroboré para cada caso, la ausencia de las bacterias del género Vibrio siguiendo

el procedimiento descrito en la seccién 2.4.

Para cada especie de diatomea se tenian cultivos monoespecificos, no axénicos y por triplicado en
matraces Erlenmeyer de 1.0 L que contenian 800 mL de medio “f”. La concentracion inicial de células
de cada especie de diatomea fue de 100,000 células mL™. En cada uno de los cultivos se cuantificé

el niUmero de bacterias heterotréficas como se indico en la seccidn 2.6.

Para el reto de inhibicidn del crecimiento de Vibrio, los cultivos de diatomeas se inocularon con un
volumen apropiado de bacterias, hasta que se obtuvo una concentracion de 1 x 102 UFC mL? para
cada una de las tres especies de Vibrio (Vibrio alginolyticus, V. harveyiy V. campbellii) (dia 0+1). El
inéculo de cada especie de Vibrio se prepard como se menciond en la secciéon 2.5. Como
tratamientos control, se utilizaron cultivos por triplicado y sin indculo de bacterias tipo Vibrio para
cada especie de diatomea y cultivos de cada especie de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V.

campbellii) en medio “f” sin células de diatomeas.

En los cultivos mantenidos para los distintos tratamientos en el reto de inhibicién y en los

tratamientos control, cada dia se evaluaron las densidades celulares de las diatomeas como se
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describié en la seccion 2.3, por su parte, las densidades celulares de las bacterias heterotréficas

(seccion 2.6) y la densidad de Vibrio (ver seccién 2.5) se evaluaron a las 0, 24, 48,96 y 168 h.

Los tratamientos experimentales usados en el reto y los tratamientos control se mantuvieron a 22

1

°C + 1 °C, a una irradiancia continua de 100 pmol m? s en el Laboratorio de Cultivo de

Microorganismos del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.

Durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento de los cultivos de cada especie de
diatomea, asi como para cada condicién experimental, se colecté un volumen apropiado para
realizar el analisis de peso seco, composicién proximal, perfil de dacidos grasos, respuesta

fotosintética y pigmentos.

2.8 Medicion de células

Las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis se midieron al inicio de los retos de inhibicién (dia 0)
y al final de estos (dia 8). Se tomé 1 mL de cada tratamiento y se fijé con lugol, las muestras fueron
observadas en un microscopio de fluorescencia y se realizaron mediciones de largo y ancho de las

células a través del programa Image-Pro Plus versién 5.1.

2.9 Evaluacion del peso seco de las diatomeas N. subinflatoidesy N. thermalis

2.9.1 Peso seco

El peso seco de los cultivos se evalué en las fases exponencial y estacionaria, por estimacion
gravimétrica y de acuerdo con el método descrito por Sorokin (1973). Para obtener el peso seco
total de las muestras, se tomaron 15 mL y se pasaron por filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C

de 47 mm de didmetro y 1.0 um de abertura de poro. Las muestras se enjuagaron con formiato de
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amonio al 3% para eliminar las sales presentes en el medio. Los filtros con muestra se introdujeron

en una estufa a 60 °C durante el tiempo necesario, hasta que alcanzaron un peso seco constante.

Para evaluar las cenizas, los filtros con las muestras se colocaron en una mufla (Barnstead Thermolyn
1400) a 490 °C por 12 h. Pasado este tiempo, los filtros se colocaron en un desecador con silica gel
por 15 min para alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente, los filtros se pesaron en una

balanza analitica (Mettler Toledo).

El peso seco total (PST) se obtuvo por la diferencia del peso seco del filtro con la muestra, respecto
al peso del filtro solo. El peso de las cenizas se obtuvo con el peso después de incinerar la muestra
menos el peso del filtro solo. El peso seco organico (PSO) se obtuvo por la diferencia del peso seco

total respecto al peso de las cenizas.

2.10 Extraccion y cuantificacion de pigmentos

La extracciéon de pigmentos se llevé a cabo mediante la metodologia descrita por Parsons et al.
(1984), la cuantificacion se realiz6 mediante espectrofotometria y empleando las ecuaciones
descritas por Jeffrey y Humphrey (1975). Para ello se filtraron 5 mL de cultivo de cada uno de los
tratamientos tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. Para llevar a cabo la extraccién
los filtros fueron colocados en tubos de vidrio previamente forrados con papel aluminio, se
agregaron 5 mL de acetona al 90% y los tubos fueron mezclados gentilmente con la ayuda de un

vortex. Finalmente, las muestras fueron colocadas en refrigeracion (4 °C) durante 24 h.

La cuantificacion se llevo a cabo por lecturas mediante un espectrofotémetro (HACH DR-6000)
colocando las muestras en una celda de cuarzo de 4 mL. Las lecturas se realizaron con un barrido
espectral de 400 a 700 nm de longitud de onda (A) y se empleé como blanco de medicién acetona

al 90%.
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2.11 Medicion de fotosintesis

La medicién de fotosintesis se realizé con un fluorimetro de amplitud modulada JUNIOR-PAM marca
WALZ. Para ello, se tomaron muestras de 10 mL de cada uno de los tratamientos en las fases
exponencial y estacionaria, se colocaron en tubos de 15 mL previamente forrados con papel
aluminio y se mantuvieron en oscuridad por 15 min. El equipo de medicién a partir del software
Win-Control-3 genera curvas rapidas de luz (CRL), mismas que exponen las muestras a intensidades
crecientes de iluminacion actinica (0, 25, 45, 66, 90, 125, 190, 285, 420, 625, 845, 1150 y 1500 nm).
Adicionalmente, se realizaron mediciones de los espectros de absorcién in vivo, para realizar el
calculo de la absortancia. Para ello cual se emplearon 1.5 mL de cultivo de cada tratamiento por
triplicado tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. Las lecturas se realizaron mediante
un barrido espectral de 400 a 700 nm de longitud de onda y como blanco de lectura se utilizé medio
“t”. Se considerd el contenido de Chl-a en cada muestra analizada para obtener valores de

absortancia normalizados por unidad de Chl-a.

A partir del conjunto de datos obtenidos de las mediciones realizadas con el Junior-PAM, se
calcularon los valores de la maxima tasa de transporte de electrones (ETRmax, por sus siglas en
inglés), a (pendiente inicial de la curva), EK (irradiancia minima de saturaciéon) y Fv/Fm de acuerdo

con el modelo de Eilers y Peeters (1988).

2.12 Composicion proximal de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis

2.12.1 Contenido de lipidos

La extraccion de lipidos se realizé con una mezcla de cloroformo-metano-agua mediante el método
de Blight y Dyer (1959) y la cuantificacién de lipidos se realizé por el método de Pande et al. (1963).

Ademas, se construyd una curva de calibracidn y se utilizé como estandar tripalmitina (99%).
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2.12.2 Contenido de carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se llevo a cabo mediante el uso de acido sulfurico (H2SO4) de acuerdo
con la metodologia propuesta por Whyte (1987), la cuantificacién se llevé a cabo mediante
espectrofotometria a 485 nm por el método de Dubois et al. (1956). Ademas, se realizé una curva

de calibracion y se utilizé como estandar como glucosa (99%).

2.12.3 Contenido de proteinas

Para llevar a cabo la extraccidn de proteinas se siguié el método de Malara y charra (1972), para la
cuantificacion las muestras fueron leidas en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 750
nm de acuerdo con la metodologia descrita por Lowry (1951). Finalmente, se realizd una curva de

calibracion y se utilizé albumina de bovino (98%) como estandar.

2.13 Composicion de acidos grasos

Para el andlisis de acidos grasos de los cultivos mantenidos en los tratamientos experimentales, se
tomo una alicuota de 100 ml y se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min a 4 °C con una centrifuga
Eppendorf 5810R. El paquete celular de las muestras fue congelado a -80 °C vy liofilizado con un
equipo Labconco, Freezone 2.5 a-50 °Cy 0.11 kg cm™2de presidn. Para llevar a cabo la extraccién de
los acidos grasos, se utilizaron 50 mg de muestra liofilizada de cada condicién experimental. Los
lipidos totales fueron extraidos mediante la metodologia descrita por Folch et al. (1957) y se utilizd
una solucidn extractora de diclorometano-metanol (2:1) mas butilhidroxitolueno (BHT) al 0.01%
como antioxidante. La metilacién se realizé con un reactivo de esterificacidn (trifloruro de boro en
metanol al 14%) de acuerdo con el método de Metcalfe et al. (1966). Como estandar se utilizd 37

component supelco FAME mix Sigma.

Se utilizé un cromatégrafo de gases (GC Agilent Technologies 7890A), equipado con una columna

capilar (Agilent J&W, 123-3232 DB-FFAP) (30 m de longitud, 0.32 mm de didmetro, 0.25 um grosor
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de la pelicula), y con un detector de ionizacién de flama (250 °C) e hidrégeno como gas de acarreo
para la identificacién de los acidos grasos. La identificacidn se llevé a cabo mediante la comparacion

de los tiempos de retencién relativos del estandar.

2.14 Tratamiento estadistico de los resultados

Para llevar a cabo los analisis estadisticos primero fueron evaluados los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Si los supuestos se cumplian, se procedid por la via paramétrica. De no

cumplirse se utilizaria un modelo apropiado no paramétrico.

Las diferencias en la densidad celular de bacterias heterotroéficas, densidad celular de Vibrio spp.,
densidad celular de diatomeas (via: tiempo) y composicidn de acidos grasos (via: especie de Vibrio)

fueron comparados para cada caso mediante un andlisis de varianza de una via.

Para el resto de las variables (tamafio celular, peso seco organico, lipidos, proteinas, carbohidratos,
pigmentos y fotosintesis) las diferencias fueron comparadas para cada caso, por medio de un

analisis de varianza de dos vias (especies de Vibrio y fases de crecimiento).

Cuando se evaluaron diferencias significativas entre los tratamientos, se utilizd la prueba a posteriori
de Tukey. El nivel de confianza utilizado en las pruebas estadisticas antes descritas fue del 95% con

un o= 0.05%. Los datos fueron procesados en el programa estadistico Statistica version 7.0.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion de la curva de crecimiento de N. subinflatoides

Para la caracterizacion de la curva de crecimiento de la diatomea N. subinflatoides se siguid el
crecimiento del cultivo durante 12 dias, en donde se alcanzé una densidad maxima de 3.04 x 10° cél
mL? al quinto dia (Figura 2A). El cultivo de N. subinflatoides presentd una fase exponencial entre los
dias del 1 al 5 y no presentd una fase estacionaria de manera clara, ya que como se observa en la
Figura 1A, a partir del dia 6 hay una disminucidon de la densidad celular. Se realizé el seguimiento del
crecimiento de N. subinflatoides mediante espectrofotometria y se observd que alcanzé una
densidad 6ptica de 0.176 (Figura 2B). Los valores de pH de los cultivos muestran que oscilaron entre
valores de 8.31y 9.66 (Figura 2C). La temperatura de los cultivos se midié cada dia y se encontrd en

valores de 22 + 1 °C.
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Figura 2. Caracterizacidn del crecimiento de Navicula subinflatoides. A) Conteos celulares; B) Densidad dptica;
C) pH. Los datos muestran los valores promedio (n=3) y desviacién estandar.
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A partir de los conteos celulares se calculd la tasa de crecimiento (1) en la fase exponencial y se
obtuvo un valor promedio de 0.34 div dia?, para la tasa de generacién el valor promedio obtenido

fue de 2.93 dias.

3.2 Inhibicién del crecimiento de Vibrio spp. por N. subinflatoides

3.2.1 Crecimiento de N. subinflatoides en cocultivo con Vibrio spp.

Previo a realizar la inoculaciéon con Vibrio spp., los cultivos de la diatomea N. subinflatoides
resultaron estar libres de bacterias del tipo Vibrio, esto se comprobé a partir de realizar filtrados de
1y 10 mL de los cultivos. Los ensayos de inhibicién con N. subinflatoides se siguieron durante 8 dias,
tiempo en el cual la diatomea alcanzé la fase estacionaria. Las densidades celulares maximas
alcanzadas por N. subinflatoides en cocultivo con V. alginolyticus (0.35 x 108 cél mL?) y V. campbellii
(0.31 x 10° cél mL?) presentaron diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al tratamiento
control. La densidad celular maxima del cultivo de N. subinflatoides en cocultivo con V. harveyi (0.57
x 10° cél mL?) no presentd diferencias significativas respecto al tratamiento control (0.52 x 10° cél

mL1) (p > 0.05) (Figura 3A).

Se evalué la densidad celular de los cultivos con y sin Vibrio spp. mediante espectrofotometria a 680
nm de longitud de onda. El cultivo de N. subinflatoides cocultivado con V. campbellii presentd
diferencias significativas en la densidad celular con respecto al tratamiento control (p < 0.05), los
tratamientos de N. subinflatoides en cocultivo con V. harveyi y V. alginolyticus no presentaron
diferencias significativas con respecto al tratamiento control (N. subinflatoides) (p > 0.05) (Figura

3B).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de Navicula subinflatoides A) conteos celulares; B) Densidad éptica. Los datos
muestran los valores promedio y desviacion estandar de N. subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio
spp. Navicula subinflatoides (m), N. subinflatoides + V. harveyi (®), N. subinflatoides + V. alginolyticus (A), N.
subinflatoides + V. campbellii (V).

Los valores de la tasa de crecimiento y tiempo de generacidon de N. subinflatoides en presencia y
ausencia de Vibrio spp. se muestran en la Tabla 2. La mayor tasa de crecimiento se presenté en el
tratamiento de N. subinflatoides en cocultivo con V. alginolyticus (0.51 divisiones dia?), mientras
que, la menor tasa de crecimiento se dio en el tratamiento control (0.34 divisiones dial). Se
encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en la tasa de crecimiento de N. subinflatoides en
cocultivo con V. alginolyticus y con respecto a los valores evaluados para el tratamiento control (p
< 0.05). Los valores del tiempo de generacion de N. subinflatoides en presencia de las tres especies

de Vibrio tuvieron diferencias significativas respecto al tratamiento control (p < 0.05).

Se midid la longitud de las células de N. subinflatoides en cocultivo con cada una de las tres especies
de Vibrio, las mediciones del tamafio de las células fueron comparadas entre los tratamientos y
ademas con los valores al inicio del experimento (dia 0). No se encontré cambio en el tamafio de las

células por efecto del tratamiento o bien por efecto de las fases de crecimiento (p > 0.05).
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Tabla 2. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de crecimiento en fase exponencial, tasa de
generacion y tamafio celular de Navicula subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp.

Tasa de Tiempo de Tamafio celular (dia 8)
Tratamiento crecimiento generacion
(u: divisiones dia) (Tg: dias) Longitud Ancho
Navicula subinflatoides 0.34+0.02c 290+0.17a 14.74+1.08a 5.76+1.12a
N. subinflatoides + Vibrio harveyi 0.42+0.04b 238+0.23b 1496%1.37a 6.11+096a
N. subinflatoides + V. alginolyticus 0.51+0.06 a 197+0.28c 14.49+138a 5.80+0.59a
N. subinflatoides + V. campbellii 0.42+0.01b 2.33+£0.09b 1442+1.05a 5.89x0.96a

Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias

significativas entre tratamientos: a>b>c.

3.2.2 Efecto inhibitorio de N. subinflatoides contra Vibrio spp.

La inhibicion del crecimiento de V. harveyi se presentd a las 48 h después de inocular los cultivos
(Figura 4). Al inicio del ensayo de inhibicién los cultivos presentaron concentraciones mayores a 1 x
102 Vibrio mL?, pasadas 48 h la concentracion de V. harveyi fue en promedio de 26 Vibrio mL!y a
las 96 h los niveles de V. harveyi fueron indetectables. El efecto inhibitorio de Vibrio se mantuvo
hasta el dia 7 del ensayo. Se evaluaron diferencias significativas (p < 0.05) en las concentraciones

iniciales de Vibrio respecto a las evaluadas a las 48 h.

El control de V. harveyi cultivado en medio “f” mantuvo su densidad desde el inicio del experimento
hasta el final del reto de inhibicion, lo que demuestra que V. harveyi tiene la capacidad para crecer

en este medio de cultivo.

La concentracién inicial de bacterias heterotrdficas fue de 3.09 x 10° UFC mL?, posteriormente, a las
48 h, tiempo en el que se presentd una inhibicidn mayor al 90% de V. harveyi, la concentracidn de
bacterias heterotrdficas registrada fue de 7.74 x 10 UFC mL?, finalmente, la concentracidn de estas

bacterias durante el dia 7 del ensayo fue de 6.23 x 106 UFC mL? (Figura 4).
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Figura 4. Reto de inhibicidon de Navicula subinflatoides contra Vibrio harveyi. Los datos muestran los valores
promedio y desviacidon estdndar de la densidad de: V. harveyi (Vibrio mL?: (A), V. harveyi en tratamiento
control (Vibrio mL: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mLt) (®) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL?)
(m)). Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican
diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d.

Al igual que en los ensayos de V. harveyi, el tiempo en el que N. subinflatoides logré inhibir el
crecimiento de V. alginolyticus fue de 48 h; sin embargo, para este caso los niveles fueron
indetectables (Figura 5). El efecto inhibitorio de N. subinflatoides se presentd durante la fase
exponencial y este se mantuvo hasta el dia 7 del ensayo. Se encontraron diferencias significativas (p
< 0.05) en las concentraciones iniciales de Vibrio mLy las concentraciones presentadas a partir del

dia 2 (Figura 5).

El control de V. alginolyticus logrdé crecer en medio “f”, la densidad inicial se mantuvo hasta el dia 4,
y para el dia 7 se presentd una disminucion en la densidad celular de V. alginolyticus alrededor del

80% (Figura 5).

La concentracidon de bacterias heterotréficas mostré una concentracién inicial de 1.36 x 106 UFC mL-

! para el dia 2, tiempo en el que se observd la inhibicidn total de V. alginolyticus, la concentracién
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de bacterias heterotrdficas fue de 5.97 x 10° UFC mL, mientras que para el dia 7 la concentracidn

fue de 7.36 x 10° UFC mL™ (Figura 5).
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Figura 5. Reto de inhibicion de Navicula subinflatoides contra Vibrio alginolyticus. Los datos muestran los
valores promedio y desviacién estandar de la densidad de: V. alginolyticus (Vibrio mL: (A), V. alginolyticus
en tratamiento control (Vibrio mL*: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (e) cocultivadas con N.
subinflatoides (cél mL?) (m)). Andlisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d>e.

A diferencia de los cocultivos de N. subinflatoides con V. harveyi o V. alginolyticus la inhibicién de V.
campbelli se presenté hasta las 96 h, en donde se obtuvo un promedio de 2.33 Vibrio mL? (Figura
6). La inhibicidn del patdgeno se dio durante la fase de crecimiento exponencial de N. subinflatoides
y el efecto inhibitorio permanecié hasta el dia 7 de cultivo, dia en el que se presentaron niveles
indetectables de V. campbellii. Diferencias significativas (p < 0.05) se presentaron en las densidades

iniciales de Vibrio mL? (dia 0, 1 y 2) en comparacidn con las densidades celulares de los dias 4 y 7.

El control de V. campbellii cultivado en medio “f” mantuvo su densidad desde el inicio del
experimento hasta el final del reto de inhibicion, lo que demuestra que V. campbelliii tiene la

capacidad para crecer en este medio de cultivo (Figura 6).
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La concentracién de bacterias heterotréficas al inicio del ensayo de inhibicién fue de 1.11 x 10® UFC
mL?, para el dia 4, dia donde se presenté una inhibicion mayor al 95% de la de concentracién de V.
campbellii, la concentracién de bacterias heterotréficas fue de 5.75 x 106 UFC mL, mientras que al

término del ensayo las bacterias heterotréficas tuvieron una concentracion de 5.83 x 10° UFC mL*

(Figura 6).
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Figura 6. Reto de inhibicién de Navicula subinflatoides contra Vibrio campbellii. Los datos muestran los valores
promedio y desviacién estandar de |la densidad de: V. campbellii (Vibrio mL™: (A ), V. campbellii en tratamiento

control (Vibrio mL: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL%) (@) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL™)
(m)). Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican
diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d>e.

Los datos de las concentraciones de Vibrio spp. mostrados en los tres retos de inhibicidn
corresponden a los filtrados de 10 mL, sin embargo, los filtrados de 1 mL presentaron tendencias

muy similares a las obtenidas en los filtrados de muestras de mayor volumen (Figura 43-45).
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3.2.3 Peso seco total, contenido de cenizas y peso seco organico de N. subinflatoides

El peso seco total mostrd diferencias significativas durante la fase exponencial con la adicién de V.
alginolyticus y V. campbelli (p < 0.05), mientras que para V. harveyi no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05). Durante la fase estacionaria el peso seco total no presenté diferencias
significativas (p > 0.05) por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V.
campbellii). El peso seco total evidencié diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p <
0.05) por efecto de los tratamientos. Se encontrd una interaccién significativa (p < 0.05) en el peso
seco total por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor valor de peso
seco total en la fase exponencial se presenté en el tratamiento de N. subinflatoides en cocultivo con
V. harveyi (1668.42 pg céll), mientras que el mayor valor de peso seco total en fase estacionaria lo

obtuvo el tramiento con V. campbellii (592.05 pg cél?) (Figura 7).

Para el contenido de cenizas se presentaron diferencias significativas durante la fase exponencial
con la adiciéon de V. campbellii (p < 0.05), mientras que por la adicion de V. harveyiy V. alginolyticus
no se presentaron diferencias significativas (p > 0.05). Durante la fase estacionaria el contenido de
cenizas no mostro diferencias significativas (p > 0.05) por la adicién de los tres tipos de Vibrio (V.
harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii). Se encontraron diferencias significativas en el contenido de
cenizas entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una
interaccion significativa (p < 0.05) en el contenido de cenizas por efecto de los distintos tratamientos
y las fases de crecimiento. El mayor contenido de cenizas en la fase exponencial se encontré en el
tratamiento de N. subinflatoides en cocultivo con V. harveyi (1197.51 pg cél ), mientras que en la
fase estacionaria el mayor contenido de cenizas se presentd en el tratamiento de N. subinflatoides

en cocultivo con V. alginolyticus (315.00 pg cél?) (Figura 8).

El peso seco organico mostré diferencias significativas en la fase exponencial por la adicion de V.
alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05), mientras que la adicion de V. harveyi no presenté diferencias
significativas en el peso seco organico (p > 0.05). Durante la fase estacionaria no se encontraron
diferencias significativas para el peso seco organico (p > 0.05) por la adicién de los tres tipos de
Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii). El peso seco organico mostré diferencias entre
ambas fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una interaccién

significativa (p < 0.05) en el peso seco organico por efecto de los distintos tratamientos y las fases
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de crecimiento. El mayor contenido de peso seco organico en la fase exponencial se presentd en el

tratamiento control (614.08 pg cél), en tanto que para la fase estacionaria el valor mayor para peso

seco organico fue (335.67 pg cél?) para N. subinflatoides en cocultivo con V. campbellii (Figura 9).
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Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco total de Navicula subinflatoides en presencia
o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias
y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 8. Valores promedio y desviacidn estandar del contenido de cenizas de N. subinflatoides en presencia
o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias
y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 9. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco organico de Navicula subinflatoides en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Analisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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3.2.4 Composicion proximal de N. subinflatoides

El contenido de carbohidratos mostré diferencias significativas durante las fases exponencial y
estacionaria con la adicion de V. alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05), mientras que para V. harveyi
no se presentaron diferencias significativas en ambas fases de crecimiento (p > 0.05). El contenido
de carbohidratos evidencid diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por
efecto de los tratamientos. Se encontrd una interaccion significativa (p < 0.05) en el contenido de
carbohidratos por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor contenido
de carbohidratos en la fase exponencial se presentd en el cocultivo con V. harveyi (35.84 pg cél?),
mientras que para la fase estacionaria el mayor contenido de carbohidratos se presentd en el

cocultivo con V. campbellii (37.09 pg cél?) (Figura 10).

Para el contenido de lipidos se encontraron diferencias significativas durante la fase exponencial
por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p < 0.05). En
cuanto a la fase estacionaria el contenido de lipidos mostré diferencias significativas con la adicién
de V. alginolyticus (p < 0.05). El contenido de lipidos presentd diferencias significativas entre ambas
fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se evalué una interaccion significativa
(p < 0.05) en el contenido de lipidos por efecto de los distintos tratamientos y las fases de
crecimiento. El mayor contenido de lipidos en la fase exponencial se presentd en el tratamiento
control (1818.03 pg cél?), para la fase estacionaria el cocultivo con V. alginolyticus presentd el

mayor contenido de lipidos (640.68 pg cél?) (Figura 11).

El contenido de proteinas presentd diferencias significativas en la fase exponencial por la adicién de
V. alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05), por su parte, V. harveyi no mostré diferencias significativas
(p > 0.05). Durante la fase exponencial se encontraron diferencias significativas en el contenido de
proteinas por la adicién de V. campbellii (p < 0.05). El contenido de carbohidratos presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se
evalud unainteraccién significativa (p < 0.05) en el contenido de proteinas por efecto de los distintos
tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor contenido de proteinas en la fase exponencial se
presentd en el tratamiento control (1062.90 pg céll), para la fase estacionaria el mayor contenido

de proteinas se presentd en el cocultivo con V. campbellii (897.03 pg cél?) (Figura 12).
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Figura 10. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de carbohidratos de Navicula subinflatoides.
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza
de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 11. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de lipidos de Navicula subinflatoides. en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d>e>f. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento:

A>B.
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Figura 12. Valores promedio y desviacidn estandar del contenido de proteinas de Navicula subinflatoides en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.

3.2.5 Cuantificacion de pigmentos de N. subinflatoides

Para la clorofila a (Chl-a) se presentaron diferencias significativas durante la fase exponencial por la
adiciéon de V. alginolyticus (p < 0 .05), por su parte, V. harveyi y V. campbellii no mostraron
diferencias significativas (p > 0.05). Durante la fase estacionaria se obtuvieron diferencias
significativas por la adicion de V. alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05). El contenido de Chl-a
evidencid diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los
tratamientos. Se encontré una interaccién significativa (p < 0.05) en el contenido de Chl-a por efecto
de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor contenido de Chl-a en la fase
exponencial se presentd en el tratamiento control (0.81 pg céll), mientras que para la fase
estacionaria el mayor contenido de Chl-a se presentd en el cocultivo con V. campbellii (0.79 pg cél

1) (Figura 13).
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El contenido de clorofila ¢ (Chl-c) presentd diferencias significativas durante las fases exponencial y
estacionaria por la adicion de V. alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05), en el caso de V. harveyi no
se presentaron diferencias significativas en ambas fases de crecimiento (p > 0.05). El contenido de
Chl-c mostré diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los
tratamientos. Se presentd una interaccion significativa en el contenido de Chl-c por efecto de los
distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor contenido de Chl-c durante la
fase exponencial se presentd en el tratamiento control (0.13 pg cél?), mientras que en la fase
estacionaria el mayor contenido de Chl-c se presenté en el cocultivo con V. campbellii (0.25 pg cél

1) (Figura 14).

El contenido de carotenos (car) no mostro diferencias significativas durante la fase exponencial (p >
0.05). Para la fase estacionaria se presentaron diferencias significativas para el contenido de car por
la adicidon de V. alginolyticus y V. campbellii (p < 0.05), en tanto para V. harveyi no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05). El contenido de car presentd diferencias significativas entre las
fases de crecimiento (P < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se evalud una interaccién significativa
(p <0.05) en el contenido de car por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento.
El mayor contenido de car durante las fases exponencial y estacionaria se presento en el cocultivo

con V. campbellii al obtenerse valores de 0.29 pg cély 0.25 pg cél?, respectivamente (Figura 15).
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Figura 13. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a (Chl-a) de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento.
Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de

crecimiento: A>B.
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Figura 14. Valores promedio y desviacion estdndar del contenido de clorofila ¢ (Chl-c) de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento.
Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de

crecimiento: A>B.
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Figura 15. Valores promedio y desviacidn estandar del contenido de carotenos (car) de Navicula subinflatoides
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza
de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre

tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.

3.2.6 Parametros fotosintéticos de N. subinflatoides

Para la pendiente inicial (a) de las curvas de fotosintesis se presentaron diferencias significativas

durante la fase exponencial por la adicién de V. alginolyticus (p < 0.05), por su parte la presencia de

V. harveyi y V. campbellii no mostraron diferencias significativas en la pendiente inicial (p > 0.05).

En cuanto a la fase estacionaria no se presentaron diferencias significativas por la adicién de los tres

tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p > 0.05). Se encontraron diferencias

significativas en el valor de a entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos.

Se encontré una interaccion significativa en a por efecto de los distintos tratamientos y las fases de

crecimiento (p < 0.05). El mayor valor para a en la fase exponencial se presenté en el cocultivo con

V. alginolyticus (0.104), mientras que en la fase estacionaria el cocultivo con V. harveyi presenté el

mayor valor de a (0.063) (Figura 16).
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La tasa mdxima de transporte de electrones (ETRmax) mostré diferencias significativas durante las
fases exponencial y estacionaria por la adicién de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus
y V. campbellii) (p < 0.05). No se encontraron diferencias significativas para ETRmax entre las fases
de crecimiento (p > 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una interaccidn significativa
en ETRmax por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor
valor de ETRmax en la fase exponencial se presentd en el cocultivo con V. alginolyticus (78.47), para
la fase estacionaria el mayor valor de ETRmax se presentd en el cocultivo con V. harveyi (78.36)

(Figura 17).

La irradiancia de saturacion (Ek) presentd diferencias significativas durante las fases exponencial y
estacionaria por la adicién de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p
< 0.05). Se encontraron diferencias significativas para Ek entre las fases de crecimiento (p < 0.05)
por efecto de los tratamientos. Se evalud una interaccion significativa en Ek por efecto de los
distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor valor para Ek en la fase
exponencial se presentd en el cocultivo con V. campbellii (845.83), durante la fase estacionaria el

mayor valor para Ek se obtuvo en el cocultivo con V. harveyi (1321.90) (Figura 18).

Para la eficiencia cuantica (Fv/Fm) no se presentaron diferencias significativas durante ambas fases
de crecimiento por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii)
(p > 0.05). Se mostraron diferencias significativas para Fv/Fm entre las fases de crecimiento (p <
0.05) por efecto de los tratamientos. Para Fv/Fm no se presentd una interaccion significativa por
efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p > 0.05). El mayor valor para Fv/Fm
en la fase exponencial se presentd para el cocultivo con V. alginolyticus (0.62), para la fase
estacionaria el mayor valor de Fv/Fm fue de 0.40 correspondiente al cocultivo con V. campbellii

(Figura 19).

En la figura 20 se muestran las curvas de fotosintesis-irradiancia (ETR) correspondientes a los
cocultivos de N. subinflatoides tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. Se presentaron
diferencias significativas por la adicion de V. alginolyticus y V. campbellii durante la fase exponencial
(p < 0.05), mientras que, para la fase estacionaria se presentaron diferencias significativas por la
adicion de V. harveyi (p < 0.05). No se mostraron diferencias significativas para ETR entre fases de

crecimiento (p > 0.05) por efecto de los tratamientos. Se evalud una interaccion significativa en ETR
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por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). Los resultados
muestran que el cocultivo de N. subinflatoides con V. alginolyticus presenta la mayor eficiencia
fotosintética durante la fase exponencial de crecimiento de N. inflatoides, en tanto que, para la fase
estacionaria de crecimiento de la diatomea la mejor eficiencia fotosintética se presentd en el

cocultivo con V. harveyi.
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Figura 16. Valores promedio y desviacidn estandar de la pendiente inicial de Navicula subinflatoides en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.



44

100~
_ Aa Wl Exponencial
'g 80 1 I Estacionaria
o
€ 60
)
° 404 Ab
£
2 Ac
20+
e olML .
= N \
(11 ] \
<>60 ° '\(‘ ‘O\\
,\\’b\' N o ((\Q
& 3 “b\(\ e
9‘0 (5 * 40\ xA’
N4 © x 2
o © 5 &
3¢ & & o
w © » @
\Y X &
Y \° W
o & R
™ & B
g .
™

Figura 17. Valores promedio y desviacidon estdndar de la tasa de transporte de electrones de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento.

Analisis de varianza de dos

vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias

significativas entre tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de

crecimiento: A>B.

2000 .
W Exponencial
,:\ A . .
1500 Ia =T Estacionaria
Bb
5 1000 Bed c
£ Acd
=
-~ Bde
ﬁ 500
Bf
oL I , : :
C} O\ ) .
& c‘e\\ O ‘o\\\
0 2 0\ Q
N4 Ay o o
O 4 R 0@
» )
A x &
B o | x
° & ) o
o © o &
4\0 g\\'b & \0\
60 ‘(;\(\ \0\ f\\'b
& N o
g © N
\Y )
N

Figura 18. Valores promedio y desviacidn estdndar de la irradiancia de saturacién de Navicula subinflatoides

en presencia o ausencia de

Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza

de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre

tratamientos: a>b>c>d>e>f.

A>B.

Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento:
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Figura 19. Valores promedio y desviacidén estandar de la eficiencia cuantica de Navicula subinflatoides en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.

ETR (umole mgchi'-as’)

~

o o

Q {‘X
=

[=p=3

100 -

o]
o
1

Lo
(=)
L

.
o
L

Exponencial

_Aa

Aa

200

T
400

500 800 1000

pumol m*s™

¥
1200

T

1400

1600

ETR (umol e mgChi'-as™)

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

Estacionaria

T T T T ¥ T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

umol m* 5™

Figura 20. Curvas fotosintéticas medidas como tasa maxima de transporte de electrones de Navicula
subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria de crecimiento.
Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de
crecimiento: A>B. N. subinflatoides (®), N. subinflatoides + V. harveyi (V), N. subinflatoides + V. alginolyticus
(o), N. subinflatoides + V. campbellii (A).
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La composicién de acidos grasos de N. subinflatoides (en presencia o ausencia de Vibrio spp.) se

muestran en la Tabla 3. En la mayoria de los dcidos grasos se presentaron diferencias significativas

por la adicidn de Vibrio spp. Para todos los tratamientos, se presenté una disminucién del contenido

total de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) por la adicion de las tres especies de Vibrio spp. (V.

harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) (Figura 46).

Tabla 3. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de acidos grasos de Navicula subinflatoides
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase estacionaria de crecimiento.

Composicion de acidos Navicula N. subinflatoides + V. N. subinflatoides + V. N. subinflatoides + V.
grasos subinflatoides harveyi alginolyticus campbellii
SFA
Ca:0 0.08+0.01c 0.10£0.01b 0.16 £0.01a 0.15+0.01a
C6:0 ND ND 0.11+0.01b 0.19+0.02a
C8:0 0.07 +0.00 ¢ 0.16 +0.01 a 0.11+0.01b 0.10+£0.00 b
C10:0 4.18+0.19b 0.50+0.01c 6.06 £2.21 ab 7.44 +0.33 a
C11:0 0.01+0.00a ND ND 0.01+0.00a
C12:0 0.02+0.00b 0.06+0.01a 0.03+0.01b 0.02+0.00b
C13:0 5.94+0.15b 6.02+0.42b 7.05+0.51a 3.24+0.20c
C14:0 4.63+0.03b 4.63+0.32b 5.76 £0.48 a 428 £+0.07b
C15:0 0.18+0.01b 0.23+0.02a 0.15+0.01 bc 0.12+0.01c
C16:0 13.66+0.49a 14.16 £+ 0.89 a 12.58+0.78 a 12.93+1.07a
C17:0 7.06+0.23a 7.27+0.50 a 6.68 £0.34 ab 5.90+0.14 b
C18:0 0.52+0.01b 3.21+0.24a 0.67£0.07 b 0.82+0.08 b
C20:0 0.04+£0.00b 0.11+0.00 a 0.03+0.00b 0.03+£0.00b
C21:0 0.70£0.04 b 0.84 +0.06 a 0.71+0.01b 0.61+0.03b
C22:0 ND 0.05+0.00a ND 0.03+0.00b
C23:0 0.04+0.01b 0.09+0.02 a 0.04 £0.00 b 0.04 £0.00 b
C24:0 0.07£0.01 ab 0.09+0.00 a 0.03+0.00c 0.06 £0.00 b
MUFA
Ci4:1 0.03+0.00c 0.11+0.01a 0.08+0.01b 0.03+0.00 ¢
C15:1 0.04 +0.00 a 0.04 £0.00 ab 0.03+0.00b 0.03+0.00b
Cl6:1 27.66+0.59b 31.94+1.44a 25.65+1.63b 34.68+0.34a
C17:1 ND 0.08+0.01a ND 0.04+£0.01b
C18:1n9C 0.66+0.05b 2.08+0.17 a 0.82+0.16 b 0.70+0.04 b
C18:1n9T 2.58+0.12a 2.82+0.21a 2.70£0.79 a 3.01+0.05a
C20:1n9 0.07+0.01c 0.15+0.00 a 0.11+0.02b 0.11+£0.01ab
C22:1n9 0.81+0.04 a 0.82+0.10a 0.73+0.04 a 0.77+£0.05a
C24:1n9 0.05+0.00a 0.03+£0.00 b 0.02+0.02b 0.04+0.00 a
PUFA
C18:2n6 C 0.47+0.02b 0.63+0.08 a 0.60 £0.05 ab 0.58 £ 0.06 ab
C18:2n6 T 0.41+0.01a 0.40+0.04a 0.45+0.02a 0.40+0.03a
C18:3n3 0.60+0.01b 1.06+0.10a 1.06 £0.09 a 0.71+0.05b
C18:3n6 0.22+0.02 a 0.18£0.02 ab 0.20+0.03 ab 0.16+£0.01b
C20:2 ND 0.03+£0.00b 0.14+0.01a 0.03+£0.00b
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C22:2 0.06 +0.00 ¢ 0.15+0.02 a 0.11 £ 0.02 bc 0.14+0.03 ab
C20:3n3 0.21+0.01a 0.10£0.01b 0.09+0.02b 0.01+£0.00c
C20:3n6 0.10£0.00 ab 0.13+0.01a 0.11+£0.02 ab 0.08+0.01c

C20:4n6 ARA 0.57+0.03 b 0.69+0.05a 0.59+0.01b 0.50+0.03b
C20:5n3 EPA 28.25+0.64 a 21.12+1.71b 26.24+0.99 a 21.95+0.71b
C22:6n3 DHA 0.03+0.00c ND 0.18 +0.00 a 0.09+0.01b

Total

ISFA 37.18 37.51 40.17 35.93
IMUFA 31.90 38.07 30.14 39.42

ZPUFA 30.92 24.49 29.75 24.65

Anilisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c. T: trans; C: cis; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: dcidos grasos poliinsaturados; ND: no detectado.

3.3 Caracterizacion de la curva de crecimiento de N. thermalis

La caracterizacidon del crecimiento de N. thermalis se siguid por 16 dias. La densidad maxima fue de
1.73 x 108 cél mL? como se muestra en la Figura 21A. La fase exponencial se presentd durante los
dias 1 al 11 y la fase estacionaria durante los dias 12 al 14 (Figura 21A). Con las mediciones de
espectrofotometria a una longitud de onda de 680 nm, el valor maximo obtenido fue de 0.393
(Figura 21B). Los valores de pH del cultivo se mantuvieron entre 8.11 y 9.27 (Figura 21C). La
temperatura de los cultivos se midié cada dia y se mantuvo en valores promedio de 22 + 1 °C. La

tasa de crecimiento fue de 0.34 divisiones dia y el tiempo de generacién fue de 2.93 dias.
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Figura 21. Caracterizacion del crecimiento de Nitzschia thermalis A) Conteos celulares; B) Densidad 6ptica; C)

pH. Los datos muestran los valores promedio (n=3) y desviacién estandar.

3.4 Inhibicion del crecimiento de Vibrio spp. por N. thermalis

3.4.1 Crecimiento de N. thermalis en cocultivo con Vibrio spp.

Al igual que los cultivos de N. subinflatoides los cultivos de N. thermalis resultaron estar libres de

bacterias del tipo Vibrio previo a los ensayos de inhibicién, esto se comprobé a partir de realizar

filtrados de 1 y 10 mL de los cultivos. Los ensayos de inhibicién con N. thermalis se siguieron hasta

que la diatomea alcanzd la fase estacionaria de crecimiento (dia 8). La densidad celular maxima

alcanzada en los cultivos de N. thermalis en conjunto con V. harveyi (0.64 x 10° cél mL?) y V.
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campbellii (0.65 x 10° cél mL™) (Figura 22A) presentaron diferencias significativas (p<0.05) respecto

al tratamiento control (0.73 x 106 cel mL%).

Se evalud la densidad celular de los cultivos en ausencia y presencia de Vibrio spp. mediante
espectrofotometria a 680 nm de longitud de onda. No se presentaron diferencias significativas (p >

0.05) entre los tratamientos de N. thermalis (Figura 22B).
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Figura 22. Curvas de crecimiento de Nitzschia thermalis A) conteos celulares; B) Densidad dptica. Los datos
muestran los valores promedio y desviacion estandar de N. subinflatoidesen presencia o ausencia de Vibrio
spp. N. thermalis(m), N. thermalis + V. harveyi (®), N. thermalis + V. alginolyticus (A), N. thermalis + V.
campbellii (V).

Respecto a las tasas de crecimiento de los cultivos en ausencia o presencia de Vibrio, la mayor tasa
de crecimiento se obtuvo en el cultivo de N. thermalis con V. harveyi (0.55 div dia?), la menor tasa
de crecimiento se presento en el cultivo de N. thermalis en cocultivo con V. alginolyticus (0.41 div
dia?) (Tabla 4). Diferencias significativas (p < 0.05) se presentaron en los tres tratamientos con Vibrio
con respecto al tratamiento control. Para los tiempos de generacién, el valor mayor se presentd en
N. thermalis para el cocultivo con V. alginolyticus (2.39 dias), el menor tiempo de generacion se
presentd en el tratamiento de N. thermalis en cocultivo con V. harveyi (1.8 dias). Diferencias
significativas (p < 0.05) se encontraron en los tiempos de generacion de los tratamientos con V.

alginolyticus y V. campbellii en comparacion con el tratamiento control (2.01 dias).
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En la tabla 4, se muestran los datos de las mediciones celulares de N. thermalis (ancho y longitud)
realizadas durante la fase estacionaria (dia 8), dia en el que concluyd el ensayo de inhibicion. Las
mediciones del dia 8, fueron comparadas con las mediciones al inicio del experimento (dia 0)
encontrando Unicamente diferencias significativas (p < 0.05) en las mediciones celulares (ancho) en

el cultivo de N. thermalis en conjunto con V. alginolyticus.

Tabla 4. Valores promedio y desviacién estandar de la tasa de crecimiento en fase exponencial, tasa de
generacién y tamafio celular de Nitzschia thermalis en presencia o ausencia de Vibrio spp.

Tasa de crecimiento  Tiempo de Tamaiio celular (dia 8)
Tratamiento (u: divisiones dia?) generacion
(Tg: dias) Longitud Ancho
Nitzschia thermalis 0.49+0.04b 2.01+0.19b 23.00+1.70a 2.88+0.47a
N. thermalis + Vibrio harveyi 0.55+0.02 a 1.80+0.07b 23.45+1.46a 297+044a
N. thermalis + V. alginolyticus 0.41+£0.004 c 2.39+0.02a 22.54+2.00a 2.67+0.35b
N. thermalis + V. campbellii 0.43+0.02c ‘ 2.32+0.10a 23.53+1.51a 2.75+043a

Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c.

3.4.2 Efecto inhibitorio de Nitzschia thermalis contra Vibrio spp.

Se presentaron niveles indetectables de V. harveyi por accién de N. thermalis a las 96 h, durante la
fase exponencial de crecimiento de la diatomea. Dicho efecto de inhibicion se mantuvo hasta
finalizar el ensayo durante la fase estacionaria (dia 8) (Figura 23). Diferencias significativas (p < 0.05)

se presentaron en las concentraciones de Vibrio mL? (dias 0, 1y 2) en comparacién con los dias 4, 7

y 8.

El control de V. harveyi cultivado en medio “f” mantuvo su densidad desde el inicio del experimento
hasta el final del reto de inhibicion, lo que demuestra que V. harveyi tiene la capacidad para crecer

en este medio de cultivo.

La densidad inicial de bacterias heterotrdficas fue de 1.94 x 106 UFC mL?, para el dia 4, dia en el que
se presentd la inhibicidn total de Vibrio la densidad de bacterias heterotréficas fue de 7.13 x 10°
UFC mL?, al final del experimento durante la fase estacionaria, el nimero de bacterias

heterotréficas fue de 10.92 x 10° UFC mL* (Figura 23).
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Figura 23. Reto de inhibicidn de Nitzschia thermalis contra V. harveyi. Los datos muestran los valores promedio
y desviacidn estandar de la densidad de: V. harveyi (Vibrio mL: (A), V. harveyi en tratamiento control (Vibrio
mL % (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (@) cocultivadas con N. thermalis (cél mL) (m)). Andlisis de
varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas
entre tratamientos: a>b>c>d>e>f>g>h.

La inhibicidn de V. alginolyticus se presentd al dia 2 después de inocular los cultivos de N. thermalis
con una concentracién inicial de 1 x 10% Vibrio mL?, a este tiempo se registrd una concentracion
promedio de 27 Vibrio mL™. Al igual que con V. harveyi el efecto inhibitorio por parte de N. thermalis
se presentd durante la fase exponencial (Figura 24). Diferencias significativas (p < 0.05) se
presentaron en las concentraciones iniciales en comparacion con lo obtenido los dias 4, 7 y 8.

El control de V. alginolyticus logrdé crecer en medio “f”, la densidad inicial se mantuvo hasta el dia 4,
y para el dia 7 se presentd una disminucion en la densidad celular de V. alginolyticus alrededor del

80% (Figura 24).

Con respecto a las densidades de bacterias heterotrdficas, al dia O se registré una densidad de 1.66
x 10° UFC-mL?, mientras que al final del ensayo de inhibicidn la densidad de bacterias heterotréficas

fue de 3.96 x 10° UFC mL™? (Figura 24).
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Figura 24. Reto de inhibicion de Nitzschia thermalis contra V. alginolyticus. Los datos muestran los valores
promedio y desviacién estandar de la densidad de: V. alginolyticus (Vibrio mL: (A), V. alginolyticus en
tratamiento control (Vibrio mL?: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (e) cocultivadas con N. thermalis
(cél mL1) (m)). Andlisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas
indican diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c>d>e>f>g.

Al igual que V. harveyi la inhibicién total de V. campbellii por parte de N. thermalis se presento al
dia 4, durante la fase exponencial del crecimiento de N. thermalis, este efecto inhibitorio se
mantuvo hasta la fase estacionaria (dia 8) (Figura 25). Diferencias significativas (p < 0.05) se
presentaron en las concentraciones de Vibrio mL? (dias 0, 1y 2) en comparacién con los dias 4, 7y

8 de cultivo.

El control de V. campbellii cultivado en medio “f” mantuvo su densidad desde el inicio del
experimento hasta el final del reto de inhibicidn, lo que demuestra que V. campbellii tiene la

capacidad para crecer en este medio de cultivo.

La concentracion inicial de bacterias heterotréficas al dia 0 fue de 1.54 x 10° UFC mL?, mientras que
al dia 8, dia en el que N. thermalis alcanzé la fase estacionaria la concentracion de bacterias

heterotréficas registrada fue de 3.76 x 106 UFC mL™? (Figura 25).



53

08 1200 -8
- 1000
-6
L 800 .
. i 5
- 2 | >
- 600 E |,
— =
E = c
=
E > Q
O L 400 -]
- 2
- 200
E E L <01
T T = ';'
0+1 1 2 3 4 : 6 7 8

Tiempo (dias)

Figura 25. Reto de inhibicion de Nitzschia thermalis contra V. campbellii. Los datos muestran los valores
promedio y desviacidn estandar de la densidad de: V. campbellii (Vibrio mL: (A), V. campbellii (Vibrio mL™*:
(%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) () cocultivadas con N. thermalis (cél mL?) (m)). Analisis de varianza
de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d>e>f>g.

Al igual que para N. subinflatoides, los resultados de inhibicién para Vibrio spp. en los filtrados de 1
mL siguieron las mismas tendencias que en los filtrados de 10 mL y se muestran en la seccidn de

anexos (Figura 47-49).

En los cocultivos de N. thermalis con V. campbellii y V. alginolyticus durante las primeras 48 h de los
ensayos de inhibicién se presentd un crecimiento de manera aglomerada (biopelicula) durante el
conteo de bacterias hetetréficas en los cocultivos con ambas especies de bacterias (Figura 26), este
crecimiento puede deberse a una estrategia bacteriana denominada movimiento en enjambre, la

cual les permite a las bacterias exhibir una mayor resistencia contra distintos antibiéticos.
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Figura 26. Cultivo de bacterias heterotroficas. A) bacterias provenientes del cocultivo con Vibrio campbellii;
B) bacterias provenientes del cocultivo con V. alginolyticus. Muestras tomadas a las 24 h de los ensayos de
inhibicidn.

3.4.3 Peso seco total, contenido de cenizas y peso seco organico de N. thermalis

El peso seco total no presentd diferencias significativas durante las fases exponencial y estacionaria
con la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p > 0.05). El
peso seco total no evidencié diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p > 0.05) por
efecto de los tratamientos. Se encontré una interaccién significativa (p < 0.05) en el peso seco total
por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor peso seco total en la
fase exponencial se obtuvo en el cultivo inoculado con V. alginolyticus (2576.29 pg cél?), mientras
que para la fase estacionaria el mayor contenido de peso seco total se presentd para el cultivo

inoculado con V. campbellii (711.34 pg cél?) (Figura 27).

Para el contenido de cenizas no se encontraron diferencias significativas en ambas fases de
crecimiento (p > 0.05) por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V.
campbellii). El contenido de cenizas presentd diferencias significativas entre las fases de crecimiento
(p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se encontrd una interaccidn significativa (p < 0.05) en el
contenido de cenizas por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. EI mayor
contenido de cenizas fue de 1879.63 pg cél? correspondiente a N. thermalis cocultivado con V.
alginolyticus, para la fase estacionaria, el mayor contenido de cenizas se presentd en el tratamiento

cocultivado con V. campbellii (464.39 pg cél?) (Figura 28).
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Para el peso seco orgdnico no se presentaron diferencias significativas durante las fases exponencial
y estacionaria con la adicién de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii)
(p>0.05). El peso seco organico mostro diferencias entre ambas fases de crecimiento (p < 0.05) por
efecto de los tratamientos. No existié una interaccion significativa (p > 0.05) por efecto del peso
seco orgdnico en los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El cultivo con V. alginolyticus
presentd el mayor contenido de peso seco organico total durante la fase exponencial (696.65 pg cél’
1), por su parte, el tratamiento inoculado con V. campbellii presentd el mayor contenido de peso

seco orgénico durante la fase estacionaria (246.95 pg cél?) (Figura 29).
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Figura 27. Valores promedio y desviacion estdndar del peso seco de Nitzschia thermalis en presencia o
ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias y
prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos:
a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 28. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de cenizas de Nitzschia thermalis. en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 29. Valores promedio y desviacién estdndar del peso seco orgdnico de Nitzschia thermalis en presencia
o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias
y prueba a posteriori de Tukey (0=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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3.4.4 Composicion proximal de N. thermalis

El contenido de carbohidratos no presentd diferencias significativas durante la fase exponencial de
crecimiento (p > 0.05) por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V.
campbellii). Para la fase estacionaria se mostraron diferencias significativas por la adicién de V.
campbellii (p < 0.05). El contenido de carbohidratos evidencid diferencias significativas entre las
fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se encontrd una interaccion
significativa (p < 0.05) en el contenido de carbohidratos por efecto de los distintos tratamientos y
las fases de crecimiento. El mayor contenido de carbohidratos en la fase exponencial se presentd
en el tratamiento control (22.94 pg cél), mientras que para la fase estacionaria el mayor contenido

de carbohidratos se presenté en el cocultivo con V. campbellii (20.38 pg cél?) (Figura 30).

Para el contenido de lipidos se encontraron diferencias significativas durante la fase exponencial
por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p < 0.05). En
cuanto a la fase estacionaria, el contenido de lipidos mostré diferencias significativas con la adicién
de V. harveyiy V. campbelliii (p < 0.05). El contenido de lipidos presenté diferencias significativas
entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se evalud una interaccion
significativa (p < 0.05) en el contenido de lipidos por efecto de los distintos tratamientos y las fases
de crecimiento. EI mayor contenido de lipidos tanto en fase exponencial (1232.76 pg cél™) como

estacionaria (441.96 pg cél?), se presentd en el cocultivo con V. campbellii (Figura 31).

El contenido de proteinas mostré diferencias significativas en la fase exponencial por la adicidn de
V. harveyi (p < 0.05). Durante la fase exponencial no se presentaron diferencias significativas en el
contenido de proteinas (p>0.05) por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus
y V. campbelli). El contenido de proteinas presentd diferencias significativas entre las fases de
crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una interaccién significativa en
el contenido de proteinas (p < 0.05) por efecto de los distintos tratamientos y las fases de
crecimiento. El mayor contenido de proteinas en la fase exponencial se presentd en el cocultivo con
V. harveyi (502.97 pg céll), para la fase estacionaria el mayor contenido de proteinas se presentd

en el cocultivo con V. campbellii (337.43 pg cél?) (Figura 32).
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Figura 30. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de carbohidratos de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 31. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de lipidos de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Analisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c>d>e>f>g>h. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de
crecimiento: A>B.
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Figura 32. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de proteinas de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.

3.4.5 Cuantificacion de pigmentos de N. thermalis

Para la Chl-a no se presentaron diferencias significativas durante la fase exponencial por la adicidn
de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p > 0.05). Durante la fase
estacionaria se obtuvieron diferencias significativas para la Chl-a por la adicién V. campbellii (p <
0.05). El contenido de Chl-a mostro diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p < 0.05)
por efecto de los tratamientos. No se presenté una interaccion significativa (p > 0.05) en el
contenido de Chl-a por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor
contenido de Chl-a tanto en fase exponencial (0.17 pg cél!) como en fase estacionaria (0.01 pg cél

1) se presentd en el tratamiento en cocultivo con V. harveyi (Figura 33).

El contenido de Chl-c presentd diferencias significativas durante la fase exponencial por la adicidn
de V. alginolyticus y V. campbelli (p < 0.05), mientras que para V. harveyi no existieron diferencias

significativas (p > 0.05). Para la fase estacionaria no se obtuvieron diferencias significativas para el
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contenido de Chl-c por la adicién de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V.
campbellii) (p > 0.05). El contenido de Chl-c mostré diferencias significativas entre las fases de
crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una interaccion significativa en
el contenido de Chl-c por efecto de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05).
El mayor contenido de Chl-c durante la fase exponencial se presentd en los tratamientos
adicionados con V. alginolyticus y V. campbellii (0.070 pg cél), mientras que en la fase estacionaria

el mayor contenido de Chl-c se presentd en el cocultivo con V. harveyi (0.41 pg cél?) (Figura 34).

El contenido de car mostré diferencias significativas durante la fase exponencial por la adicién de V.
alginolyticus (p > 0.05), mientras que no se presentaron diferencias significativas por la adicion de
V. alginolyticus y V. campbellii (p > 0.05). Para la fase estacionaria se obtuvieron diferencias
significativas por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p
< 0.05). El contenido de car presentd diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p <
0.05) por efecto de los tratamientos. Se encontré una interaccidn significativa (p < 0.05) en el
contenido de car en los distintos tratamientos y las fases de crecimiento. El mayor contenido de car
durante la fase exponencial se presenté en el tratamiento control (0.052 pg cél?), para la fase
estacionaria el mayor contenido se encontrd el cocultivo con V. campbellii (0.056 pg cél?) (Figura

35).
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Figura 33. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a (Chl-a) de Nitzschia thermalis
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza
de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 34. Valores promedio y desviacidn estdndar del contenido de clorofila ¢ (Chl-c) de Nitzschia thermalis
en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza
de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 35. Valores promedio y desviacidn estandar del contenido de carotenos (car) de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b.>c>d. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.

3.4.6 Parametros fotosintéticos de N. thermalis

Para la pendiente inicial (a) no se presentaron diferencias significativas durante la fase exponencial
por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p > 0.05). Para
la fase estacionaria se encontraron diferencias significativas para a por la adicion de V. alginolyticus
(p < 0.05). No se mostraron diferencias significativas en el valor de a entre las fases de crecimiento
(p > 0.05) por efecto de los tratamientos. Se presentd una interaccidn significativa en a por efecto
de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor valor para a en la fase
exponencial se presentd en el cocultivo con V. campbellii (0.117), mientras que en la fase

estacionaria el tratamiento control (N. thermalis) presenté el mayor valor de a (0.152) (Figura 36).

La tasa de transporte de electrones (ETRmax) mostré diferencias significativas durante las fases
exponencial y estacionaria por la adicién de V. campbelli (p < 0.05). No se presentaron diferencias

significativas para ETRmax entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por efecto de los tratamientos.
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Se encontrd una interaccion significativa en ETRmax por efecto de los distintos tratamientos y las
fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor valor de ETRmax en la fase exponencial se presentd en el
cocultivo con V. alginolyticus (125.84), para la fase estacionaria el mayor valor de ETRmax fue de

76.72 correspondiente al tratamiento control (Figura 37).

La irradiancia de saturacién (Ek) presenté diferencias significativas durante la fase exponencial por
la adicién de V. campbellii (p < 0.05). En la fase estacionaria se mostraron diferencias significativas
para Ek por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) (p <
0.05). Se encontraron diferencias significativas para Ek entre las fases de crecimiento (p < 0.05) por
efecto de los tratamientos. Se encontrd una interaccidn significativa en Ek por efecto de los distintos
tratamientos y las fases de crecimiento (p < 0.05). El mayor valor para Ek en la fase exponencial se
presentd en el cocultivo con V. campbellii (810.22), durante la fase estacionaria el mayor valor para

Ek se obtuvo en el cocultivo con V. alginolyticus (834.01) (Figura 38).

Para la eficiencia cuantica (Fv/Fm) no se presentaron diferencias significativas durante ambas fases
de crecimiento por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii)
(p > 0.05). No se presentaron diferencias significativas para Fv/Fm entre las fases de crecimiento (p
< 0.05) por efecto de los tratamientos. Para Fv/Fm no existié una interaccidn significativa por efecto
de los distintos tratamientos y las fases de crecimiento (p > 0.05). El mayor valor para Fv/Fm en la
fase exponencial se presentd para el cocultivo con V. alginolyticus (0.67), para la fase estacionaria

el mayor valor de Fv/Fm fue de 0.61 correspondiente al tratamiento control (Figura 39).

En la figura 40 se muestran las curvas de fotosintesis-irradiancia (ETR) correspondientes a los
cocultivos de N. thermalis tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. Se presentaron
diferencias significativas por la adicion de V. alginolyticus y V. campbellii durante la fase exponencial
(p < 0.05), mientras que, para la fase estacionaria no se presentaron diferencias significativas por la
adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) (p < 0.05). Se mostraron
diferencias significativas para ETR entre fases de crecimiento (p > 0.05) por efecto de los
tratamientos. Se evalud una interaccion significativa en ETR por efecto de los distintos tratamientos
y las fases de crecimiento (p < 0.05). Los resultados muestran que el cocultivo de N. thermalis con

V. campbellii presenta la mayor eficiencia fotosintética durante la fase exponencial de crecimiento
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de N. inflatoides, en tanto que, para la fase estacionaria de crecimiento de la diatomea la mejor

eficiencia fotosintética se presentd en el tratamiento control (N. thermalis).
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Figura 36. Valores promedio y desviacién estandar de la pendiente inicial de Nitzschia thermalis en presencia
o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias
y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 37. Valores promedio y desviacién estdndar de la tasa de transporte de electrones de Nitzschia
thermalis en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis
de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de
crecimiento: A>B.
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Figura 38. Valores promedio y desviacion estandar de la irradiancia de saturacién de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B.
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Figura 39. Valores promedio y desviacion estdndar de la eficiencia cuantica de Nitzschia thermalis en presencia
o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria del crecimiento. Andlisis de varianza de dos vias
y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos: a>b. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de crecimiento: A>B
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Figura 40. Curvas fotosintéticas medidas como tasa maxima de transporte de electrones de Nitzschia
thermalis en presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase exponencial y estacionaria de crecimiento. Analisis
de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c. Letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases de
crecimiento: A>B. N. thermalis(e), N. thermalis + V. harveyi (V¥ ), N. thermalis + V. alginolyticus (o), N. thermalis
+ V. campbellii (A).

3.4.7 Composicion de acidos grasos de N. thermalis

La composicion de acidos grasos de N. thermalis (tratamiento control y cocultivos con Vibrio spp.)
se muestran en la tabla 5. En la mayoria de los acidos grasos se presentaron diferencias significativas
por la adicién de Vibrio spp. Para todos los casos se presentd un aumento en el contenido de acidos
grasos saturados (SFA) y poliinsaturados (PUFAs) y una disminucion en el contenido de 4cidos grasos
monoinsaturados (MUFAs) por la adicion de las tres especies de Vibrio spp. (V. harveyi, V

alginolyticus, V. campbelli) (Figura 50).
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Tabla 5. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de acidos grasos de Nitzschia thermalis en
presencia o ausencia de Vibrio spp. en fase estacionaria de crecimiento.

Composicion de acidos

Nitzschia thermalis

N. thermalis + V.

N. thermalis + V.

N. thermalis + V.

grasos harveyi alginolyticus campbellii
SFA
C4:0 0.17+0.02 a 0.15+0.02 a 0.06+0.01b 0.08 £0.00 b
C6:0 0.15+0.03ab 0.16 £ 0.02 ab 0.13+0.01b 0.18+0.01a
C8:0 0.04 +£0.00 ¢ 0.04+0.01c 0.11+0.01b 0.15+0.01a
C10:0 4.00+0.10c 451+0.55¢c 8.41+0.69b 12.52+1.65a
C11:0 0.01+0.00c 0.02+0.00 b 0.02 £ 0.00 bc 0.06 +0.00 a
C12:0 1.53+0.092a 0.03+0.00b 0.03+0.00b 0.07+£0.00b
C13:0 6.73+0.59 ¢ 5.78+0.45c 13.74+0.44 a 8.70£0.36 b
C14:0 442 +0.38a 3.38+0.07b 2.81+0.27b 2.78£0.08 b
C15:0 0.34+0.03 ¢ 0.57+0.04 a 0.43+0.03b 0.51+0.03a
C16:0 13.10+£0.20 ab 14.47 +1.28 a 12.95+0.90 b 12.17+0.37b
C17:0 7.31+0.21a 6.97+0.21a 5.43+0.11b 5.20+0.20b
C18:0 0.99+0.06 a 0.73 £0.06 bc 0.61+0.03 ¢ 0.86 £ 0.06 ab
C20:0 0.04 £0.00d 0.391+0.02b 0.17+0.02c 0.48 +0.04 a
C21:0 2.11+0.22c 4.78+0.19a 3.36+0.36b 3.32+0.15b
C22:0 0.19+0.03 ¢ 0.41+0.02a 0.31+0.01b 0.43+0.01a
C23:0 0.18+0.03 c 0.53+0.04 a 0.34+0.03b 0.39+0.08b
C24:0 0.71+0.07b 1.38+0.09a 1.25+0.09 a 0.75+0.06 b
MUFA
C14:1 11.58+0.76 a 0.24+0.03b 0.05+0.01b 0.10+£0.00 b
C15:1 0.10£0.01b 0.08+0.01b 0.05+0.00 c 0.14+0.02a
C16:1 25.44+095a 21.71+0.18b 22.67+0.50b 22.52+1.11b
C17:1 0.07+0.01b 0.08+0.01b 0.07+0.01b 0.50+0.04 a
C18:1n9C 1.31+0.18b 1.96+0.18a 1.75+0.25ab 2.23+0.12a
C18:1n9T 3.70+0.08 a 2.11+0.13b 1.79+0.08 c 2.15+0.14 b
C20:1n9 0.14+0.00b 0.33+0.03 a 0.11+0.01b 0.31+0.02a
C22:1n9 ND 0.25+0.02 a 0.04 +0.00 ¢ 0.10+£0.00 b
C24:1n9 0.34+0.03b 0.75+0.12a 0.58 +0.07 a 0.59+0.03 a
PUFA
C18:2n6 C 0.40+0.01c 0.72+£0.02b 0.66 £0.06 b 1.91+0.09a
C18:2n6 T 0.63+0.01a 0.62+0.05a 0.40+0.01b 0.57+0.03 a
C18:3n3 0.90+0.01c 1.54+£0.07 a 1.19+0.06 b 1.22+0.08 b
C18:3n6 0.39+0.03b 0.82+0.06 a 0.74+0.03a 0.77+0.05a
C20:2 0.02+0.00c 0.14+0.01a 0.07£0.00 b 0.15+0.00 a
C22:2 ND 0.21+0.03a 0.12+0.01b 0.13+0.01b
C20:3n3 0.06 £0.00 b 0.15+0.02 a 0.05+0.00 b 0.07+0.00b
C20:3n6 0.11+0.00 c 0.24+0.02 a 0.19+0.01b 0.18+0.02b
C20:4n6 1.74+£0.18 ¢ 3.94+0.16a 2.77+0.30b 2.74+0.12b
C20:5n3 10.10+1.13¢c 16.81+1.43a 14.28 £ 0.99 ab 12.95+0.55b
C22:6n3 0.99+0.07c 3.00+0.16 a 2.27+0.15b 2.02+0.06 b
Total
2SFA 42.12 44.30 50.16 48.65
ZMUFA 42.48 27.51 27.11 28.64
ZPUFA 15.40 28.19 22.74 22.71

Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c>d. T: trans; C: cis; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: dcidos grasos poliinsaturados, ND: no detectado.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Crecimiento

La tasa de crecimiento de N. subinflatoides fue de 0.34 div dia?, tasa menor a la obtenida por
Jiménez-Valera (2016) para la misma cepa (0.50 div dia?), cultivada en medio “f’ y a una irradiancia
de 100 umol m?s?, pero a una temperatura de 20 + 1 °C, la diferencia en las tasas de crecimiento
puede atribuirse a la temperatura, ya que la temperatura dptima para las diatomeas oscila entre los
15y 20 °C, por lo que temperaturas por encima de este rango pueden afectar de manera negativa

el crecimiento de las diatomeas (Sarthou et al., 2005).

En el 2010, Araya et al. (2010) evaluaron el crecimiento de cuatro especies de diatomeas entre la
gue se encuentra N. cryptocephala, el medio de cultivo utilizado fue el medio “f/2” y se utilizaron
tres distintas irradiancias (10, 50 y 100 pmol m2s?) donde se obtuvieron tasas de crecimiento de
0.67, 0.69 y 0.29 div dia?, respectivamente. Esta Ultima tasa de crecimiento es muy similar a la
obtenida en este estudio (0.34 div dia) y en ambos casos la irradiancia empleada fue de 100 umol
m2st Como se puede observar en el estudio de Araya et al. (2010), a menores irradiancias se
presentan tasas de crecimiento mayores, lo cual puede deberse a que al ser diatomeas bentdnicas
normalmente en el ambiente no reciben tanta luz (Okolodkov y Huerta-Quintanilla, 2018), por lo
que la exposicion a irradiancias elevadas (>150 pmol m2s™) puede ocasionar estrés en las diatomeas
y de esta manera la tasa de crecimiento puede verse afectada de manera negativa. Thorel et al.
(2014) evaluaron el efecto de la irradiancia en el crecimiento de la diatomea Pseudo-nitzchia
australis al ser cultivada en ocho distintas irradiancias (35 a 400 pmol m2s?) en medio “k/2”. La
mayor tasa de crecimiento se presenté a una irradiancia de 100 umol m2s(0.83 div dia), mientras
que, para las irradiancias de 150, 200 y 400 umol m2s?el crecimiento de Pseudo-nitzchia australis

se vio afectado de manera negativa (0.77, 0.74, 0.66 div dia’, respectivamente).

La tasa de crecimiento de N. thermalis obtenida en este estudio fue de 0.35 div dia?, Jiménez-Valera
(2016) empled la misma cepa y obtuvo una tasa de crecimiento de 1.02 div dia® al tener los cultivos
en medio “f”, pero a una temperatura de 20 °C. Ramirez et al. (2015) obtuvieron una tasa de
crecimiento de 0.97 + 0.32 div dia™ para la diatomea Nitzschia sp. al ser cultivada en medio “f/2” y
a una temperatura de 20 °C. De forma similar a lo descrito para N. subinflatoides, la diferencia en

las tasas de crecimiento puede ser por efecto de la temperatura, la cual puede afectar el crecimiento
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de manera negativa si las diatomeas son cultivadas por encima o por debajo de su temperatura

Optima del grupo mesofilico (15-20 °C) (Sarthou et al., 2005).

Los valores de pH oscilaron en 8.31-9.66 para N. subinflatoides y 8.11-9.25 para N. thermalis durante
la caracterizacion del crecimiento, dichos valores se encuentran dentro del rango éptimo (6.3-10.0)

para el crecimiento de diatomeas segun lo reportado por Scholz (2014).

4.2 Efecto inhibitorio

Se encontré que N. subinflatoides inhibid el crecimiento de las tres especies de Vibrio evaluadas
(Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) a niveles indetectables a los dias 4, 2 y 7,
respectivamente para cada especie. Molina-Cardenas (2011), mediante cultivo en agua verde
evalud la actividad antimicrobiana de N. incerta contra V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii en
donde se obtuvieron niveles de bacterias indetectables a los dias 7, 4 y 4 respectivamente para cada
especie. El efecto inhibitorio del crecimiento mostrado en el presente estudio fue mas rapido contra
las especies V. harveyi y V. alginolyticus, lo cual puede deberse a que N. inflatoides produzca
metabolitos con actividad antimicrobiana y con mecanismos de accidn distintos a los producidos
por N. incerta. Okunowo et al. (2018) evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos con
metanol de Spirogyra setiformis y Navicula spp. contra seis especies de bacterias de importancia
clinica (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Klebsiellia pneumoniae,
Salmonella typhi, Escherichia coli). Los extractos de S. setiformis inhibieron el crecimiento de todas
las especies de bacterias a excepcidn de S. typhi. Por su parte, los extractos provenientes de N.
subinflatoides lograron inhibir el crecimiento de todas las especies de bacterias evaluadas, lo que
podria convertir a las especies del género Navicula en una alternativa prometedora para sustituir el

uso de antibidticos contra bacterias de importancia tanto clinica como en acuicultura.

La diatomea N. thermalis presentd efecto inhibitorio contra V. harveyi, V. campbellii y V.
alginolyticus, para todos los casos se presentaron niveles indetectables al dia 4. Molina-Cardenas y
Sanchez-Saavedra (2017) evaluaron mediante cultivo con agua verde la actividad antimicrobiana de

tres especies del género Nitzschia (N. laevis, N. frustulum, N. frustulum var. perminuta) contra V.
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harveyi, V. campbellii y V. alginolyticus, para todos los casos se obtuvieron niveles indetectables
entre los dias 2y 8, siendo V. campbelliiy V. alginolyticus las especies de bacterias mas susceptibles

al efecto inhibitorio de Nitzschia spp., mientras que la especie mas resistente fue V. harveyi.

De acuerdo con Amaro y Guedes (2011) y Pradhan et al. (2014) las microalgas tienen una gran
capacidad para producir un amplio nimero de metabolitos con diversas acciones bioldgicas, entre
las que se encuentra la actividad antimicrobiana. En este escenario, a partir de distintos estudios se
han logrado identificar algunos compuestos como responsables de la actividad antimicrobiana a
partir de diversos estudios: flavonoides (Mirzoeva et al., 1997), acidos grasos y lipidos (Lampe et al.,
1998; Desbois et al., 2011), carotenoides (Cucco et al., 2007), polifenoles y polisacaridos (Amaro et
al., 2011). Debido a la gran capacidad de las microalgas para producir metabolitos (Hernandez-Pérez
y Labbé, 2012), la adicion de microalgas a los cultivos acuicolas es considerado como una alternativa
contra el uso de antibidticos ante bacterias patdgenas de importancia en acuicultura (Defoirdt et

al., 2011).

Uno de los principales metabolitos con actividad antimicrobiana producidos por las microalgas son
los carbohidratos, Najdenski et al. (2013) extrajeron los exopolisacaridos (EPS) de la microalga roja
Rhodella reticulata, los cuales presentaron efecto inhibitorio contra las especies de bacterias

patdgenas Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Streptococcus pyogenes.

En los ultimos afos, los acidos grasos han tomado importancia como metabolitos con efecto
inhibitorio y como potenciales candidatos para disminuir el uso de antibiéticos en acuicultura
(Defoirdt et al., 2011). Desbois et al. (2009) evaluaron el efecto inhibitorio del acido
eicosapentanoico (EPA) proveniente de la diatomea Phaeodactylum tricornutum contra diversas
especies de bacterias marinas patdgenas tanto Gram negativas como Gram positivas. EI EPA logré
inhibir el crecimiento de distintas bacterias entre las que destacan Listonella anguillarum,

Micrococcus luteus, Photobacterium sp. y Planococcus citreus.

Para los cocultivos de N. subinflatoides con V. alginolyticus y V. campbellii, el efecto inhibitorio
podria deberse a la liberacion de exopolisacaridos al medio de cultivo (Figura 41), ya que en ambos
cocultivos se presentd una disminucidn significativa en el contenido de carbohidratos (<20 pg cel?)

con respecto al tratamiento control (>35 pg cel?) (Figura 16). Esta disminucidn se presentd durante
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la fase exponencial de crecimiento para N. subinflatoides, fase en la que se presentd el efecto

inhibitorio contra V. alginolyticus y V. campbellii.
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Figura 41. Diagrama general de los posibles mecanismos de inhibicidn de las diatomeas contra Vibrio spp. Las
microalgas producen exopolisacaridos (EPS) bajo condiciones de estrés (presencia de compuestos alguicidas
o0 competencia por nutrientes). Los acidos grasos saturados son liberados en bajas concentraciones
ocasionando la disrupcion de la percepcion del quérum. Durante la lisis celular de las de diatomeas, se liberan
al medio metabolitos como los EPS y acidos grasos que inhiben el crecimiento de Vibrio spp. (Vibrio harveyi,
V. alginolyticus, V. campbellii). Flechas punteadas indican los posibles mecanismos de inhibicién. Flechas con
linea continua indican el posible mecanismo de disrupcién de la percepcion del quérum.

EPS: Exopolisacaridos; SFA: acidos grasos saturados; C10:0: acido cdprico; C12:0: acido laurico. Figura realizada
en BioRender.

Recientemente, diversos estudios se han centrado en la disrupcion de la percepcion del quérum, a
partir de la liberacién de compuestos con actividad antimicrobiana por parte de las microalgas
(Natrah et al., 2011) o de compuestos antimicrobianos naturales (Coutteau y Goossens, 2014). La

percepcidon del quérum es un mecanismo de comunicacidn célula-célula principalmente descrito en
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bacterias patdgenas, incluidas las del género Vibrio (Winzer y Williams, 2001). A través de este
fendmeno las bacterias liberan al medio moléculas sefial o autoinductoras que pueden ser
detectadas por bacterias adyacentes, una vez que las moléculas sefial alcanzan cierta concentracién
permiten coordinar la expresidon de ciertos genes con la finalidad de orquestar una respuesta
conjunta intrabacteriana (por ejemplo, produccién de toxinas o formacion de biopeliculas) (Milton,

2006; Defoirdt et al., 2011

Durante los retos de inhibicion de N. subinflatoides el cocultivo con V. harveyi presentd un
comportamiento similar al tratamiento control en diversas variables (crecimiento, peso seco total,
carbohidratos, proteinas, Chl-a, Chl-b y carotenos). Estos resultados pueden deberse a la disrupcién
de la percepcién del quérum de V. harveyi por parte N. subinflatoides, lo cual evitaria la sintesis de
compuestos alguicidas por parte de Vibrio y, por lo tanto, las células de microalgas no presentarian
estrés. Molina-Cardenas et al. (2020) evaluaron el efecto de V. cholerae en el metabolismo de
Isochrysis galbana al ser cocultivada y observaron que no se presentaron cambios en la densidad
celular, tasa de crecimiento, peso seco organico, contenido de Chl-a y tasa mdxima de transporte
de electrones (ETRmax) con respecto al cultivo monoespecifico de /. galbana, lo que sugiere

alteracion en la percepcidn del quérum de V. cholerae por I. galbana.

Coutteau y Goossens (2014), evaluaron el efecto de un extracto de compuestos naturales con
actividad antimicrobiana en la supervivencia de Artemia al ser retada con V. harveyi. Se utilizaron
tres concentraciones distintas del compuesto natural (0.30, 0.10 y 0.03%), para los tres casos la
supervivencia de Artemia fue superior al 85%, lo que demuestra que a bajas concentraciones este
compuesto es eficiente para controlar el crecimiento de V. harveyi. Por su parte, el tratamiento sin
el compuesto natural presenté una supervivencia menor al 50%. Para las concentraciones mas altas
del compuesto natural (0.30 y 0.10%) se propone que la supervivencia de Artemia es debido al
fuerte efecto bactericida contra V. harveyi, en tanto que, para la concentracion mas baja del
compuesto (0.03%) no se presentd un cambio en la concentracidn de V. harveyi lo que sugiere que
la supervivencia de Artemia se debe a la disrupcion de la percepcidn del quérum de V. harveyi por

parte del compuesto natural.

En el presente estudio, N. subinflatoides podria estar liberando productos extracelulares con efecto
inhibitorio como son los acidos grasos de cadena corta o carbohidratos, ademas, estos metabolitos

podrian ser liberados al medio de cultivo mediante los eventos de lisis como consecuencia de la
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muerte celular de la diatomea, dichas moléculas podrian ser las responsables de inhibir la

percepciéon del quérum en los ensayos de inhibicidon con V. harveyi (Figura 41).

Para N. thermalis, la inhibicién podria deberse a la alteracién de la percepcién del quérum, debido
a que aparentemente no hay liberacién de carbohidratos por la adicién de los tres tipos de Vibrio
(V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) ya que no presentaron diferencias significativas para el
contenido de carbohidratos en los cocultivos de N. thermalis. Ademas, el contenido de lipidos
aumentd en todos los tratamientos con las especies de Vibrio estudiadas, lo que sugiere condiciones
estresantes para las microalgas como fue descrito por otros autores (Xiao-Man et al. 2018). La
liberacién de carbohidratos y dcidos grasos al medio de cultivo por parte de las diatomeas en
pequeias concentraciones mediante los eventos de lisis celular, podrian estar inhibiendo Ia

percepcion del quérum de Vibrio spp. (Figura 41).

Durante la evaluacion del contenido de bacterias heterotréficas en los retos de inhibicién de N.
thermalis se presentd un crecimiento en forma de biopelicula durante las primeras 48 h en los
cocultivos de N. thermalis con V. campbellii y V. alginolyticus. Esta forma de crecimiento es conocida
como “swarming” o movimiento en enjambre, dicho fendmeno es regulado mediante el sistema de
comunicacion intercelular denominado como percepcién del quérum y consiste en un movimiento
multicelular rapido y coordinado de bacterias Unicamente sobre superficies himedas (Marquina-
Diaz y Santos de la Sen, 2010). Irazaoki et al. (2017) mencionan que algunas especies de bacterias
patdgenas incluidas las del género Vibrio (Ulitzur, 1975; Jaques y McCarter, 2006), emplean este
tipo de movimiento, principalmente como mecanismo de defensa ya que les confiere resistencia a
multiples antibidticos por lo que el “swarming” es considerado como un estado de resistencia
adaptativa o transitoria. Este fendmeno soporta fuertemente la produccién de metabolitos con
efecto antimicrobiano por parte de las diatomeas, como ha sido reportado en multiples estudios

(Naviner et al., 1999; Molina-Cardenas y Sanchez-Saavedra, 2017; Lauritano et al., 2018).

El hecho de que N. thermalis pueda estar inhibiendo la percepcién del quérum en medio liquido,
pero no el movimiento en enjambre que se observd en medio sélido puede deberse a que V.
alginolyticus y V. campbellii produzcan distintos tipos de moléculas sefial o autoinductoras segun la
respuesta a orquestar. Kariminik et al. (2017) reportan al menos tres tipos de moléculas

autoinductoras pertenecientes a la familia de las Acyl-homoserina lactona (Lasl, Rhll, Esal) en
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Pseudomonas aeruginosa, las cuales son liberadas dependiendo la respuesta bacteriana que se

quiera desencadenar.

Por otra parte, las tres bacterias patégenas empleadas (Vibrio harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii)
tienen la capacidad de crecer en medio “f”, esto habia sido previamente demostrado por Kokou et
al. (2012) para cinco bacterias del género Vibrio (V. lentus, V. alginolyticus, V. splendidus, V.
parahaemolyticus, V. anguillarum). Esto indica que la inhibicidn de las tres especies de Vibrio (Vibrio
harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) es por accidon de los metabolitos excretados por las dos
especies de diatomeas (Navicula subinflatoides y Nitzschia thermalis) y no por la composicion del

medio o falta de nutrientes para las bacterias.

Para el caso de V. alginolyticus, la concentracién disminuyd alrededor del 80% para el dia 7; sin
embargo, la inhibicién de V. alginolyticus por ambas especies de diatomeas se presentd en el dia 2,
lo que sugiere que la inhibicién de V. alginolyticus se debe a los metabolitos excretados por las dos
especies de diatomeas. Kokou et al. (2012) observaron un comportamiento similar al de V.
alginolyticus en V. scophthalmi en donde la densidad disminuy6 a partir del dia 2 al ser mantenidas

en medio “f”.

4.3 Crecimiento de las diatomeas en cocultivo con Vibrio spp.

Tanto para N. subinflatoides y N. thermalis el crecimiento se vio afectado negativamente por la
presencia de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii). En el medio natural,
las microalgas y las bacterias mantienen interacciones que pueden ser benéficas (positivas) o
perjudiciales (negativas). La disminucion en el crecimiento por parte de N. subinflatoides y N.
thermalis puede deberse a la competencia por nutrientes o a la produccién de compuestos
alguicidas por parte de Vibrio spp. (Natrah et al., 2013). Li et al. (2014) evidenciaron que Vibrio sp.
BS02 produce un compuesto alguicida con actividad en el dinoflagelado Alexandrium tamarense,
este compuesto fue identificado como acido palmitoleico, para realizar los ensayos se realizd la
extracciéon de este acido graso; sin embargo, estudios previos realizados por estos autores

demuestran que este compuesto alguicida puede ser secretado al ambiente o al medio de cultivo
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en pequefas concentraciones. La liberacion de estos compuestos alguicidas puede ocasionar lisis
celular en las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis, como lo describié Yoshinaga et al. (1995)
para Gimnodinium nagasakiense por accion de una bacteria aislada de una muestra de mar. Por otra
parte, la coexistencia de las dos especies de diatomeas (N. subinflatoides y N. thermalis) con Vibrio
spp. puede ocasionar estrés en las especies de diatomeas debido a la liberacion de compuestos
alguicidas por parte de Vibrio spp. Estas condiciones de estrés frecuentemente afectan

negativamente el crecimiento de las microalgas Xiao-Man et al. (2018).

4.4 Peso seco

Leal et al. 2013 evaluaron el peso seco total y el peso seco organico de Navicula germanopolonica
mantenida en medio “f/2”, 24 °C, irradiancia de 125 umol m?s?y cinco salinidades (20, 25, 30, 35,
45 unidades practicas de salinidad (ups)). Los autores obtuvieron valores del peso seco total que
oscilan entre 273.70 a 410.01 pg cél?, para el caso del peso orgdnico los valores oscilaron entre
200.50 y 270.81 pg cél™. Los valores obtenidos en el presente estudio para N. subinflatoides son
mayores en ambos casos a los reportados por Leal et al. (2013) para la fase exponencial; sin
embargo, esto puede deberse a que la irradiancia y la temperatura fueron mayores lo que puede

ocasionar estrés en las diatomeas y afectar su crecimiento.

Para N. thermalis se obtuvieron valores superiores a 1500 pg cél?, 900 pg cél y 600 pg cél?, para
PST, PSO y cenizas, respectivamente. Jiménez-Valera (2016) utilizé la misma cepa y obtuvo valores
inferiores a 100 pg cél ! para las tres variables, al mantener los cultivos en medio “f”, 100 umol m
s'de irradiancia y 20 °C. Estas diferencias podrian deberse a cambios en el tamafio celular de N.
thermalis debido a las distintas temperaturas empleadas; sin embargo, en el estudio de Jiménez-

Valera (2016) no se presentan datos referentes al tamario celular de N. thermalis.

Para N. subinflatoides los resultados del PST y cenizas son consistentes con lo obtenido para el
crecimiento, los menores valores se presentaron en los cocultivos con V. alginolyticus y V. campbellii
y de igual forma que para el crecimiento esto podria deberse a la competencia por nutrientes y a la

produccién de compuestos alguicidas por parte de Vibrio spp. como ha sido descrito previamente
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por otros autores (Natrah et al., 2013). EI PSO fue menor en los tratamientos con Vibrio spp. lo que
podria deberse a cambios metabdlicos en N. subinflatoides inducidos por la presencia de Vibrio spp.
o bien debido a compuestos producidos por estas bacterias patdgenas, lo anterior puede
desencadenar estrés en las células de N. subinflatoides lo que induce cambios en el metabolismo
para restaurar la homeostasis (Borowitzka, 2018). Estos cambios quedan de manifiesto en el estudio
conducido por Perera et al. (2021) al evaluar la interaccidon entre las microalgas Tetradesmus
obliquus y Coelastrella sp. con la bacteria Variovorax paradoxus, los cocultivos de las microalgas en
conjunto con V. paradoxus presentaron un aumento en el contenido de lipidos, clorofila a,
carotenoides y acidos grasos poliinsaturados (DHA, EPA) en comparacion con los monocultivos de

ambas microalgas.

Con respecto a N. thermalis no se presentaron diferencias significativas en el PSO, contenido de
cenizas y PST, lo que indica que la presencia de Vibrio spp. no ocasiond cambios en el contenido de

biomasa de N. thermalis.

4.5 Composicion proximal

Los valores de la composicién proximal obtenidos por Leal et al. (2013) para Navicula
germanopolonica oscilaron entre 19-28% para proteinas, 8-11% para carbohidratos y 19-26% para
lipidos durante la fase exponencial. Los resultados obtenidos para proteinas y carbohidratos a las
mayores salinidades (35 y 40 ups) son similares a los obtenidos en este estudio para el tratamiento
control (N. subinflatoides), mientras que para los lipidos el valor mas similar se presenté a la menor
salinidad (20 ups). Si bien la salinidad por si sola no es una variable determinante con respecto al
crecimiento y la composicion proximal, puede ocasionar cambios importantes cuando se relaciona

con otras variables como la temperatura (Xiao-Man et al., 2018).

Fimbres-Olivarria et al. (2014) evaluaron la composicidon proximal de Navicula sp. cultivada a dos
intensidades de luz y tres distintas longitudes de ondas. Al mantener el cultivo a una irradiancia de
100 pumol m2sty luz blanca (400-750 nm) (condiciones similares a las utilizadas en este estudio) se

obtuvo la siguiente composicidon proximal: proteinas (15.02%), carbohidratos (3.49%) vy lipidos
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(30.34%), estos resultados son consistentes a los obtenidos en este estudio para el tratamiento
control. Para el caso de los lipidos los resultados coinciden con lo reportado por Xiao-Man et al.
2018 quienes mencionan que el contenido de lipidos en las microalgas suele oscilar entre el 20 al

50% del peso seco de la célula.

El contenido de carbohidratos presentd una disminucién en los tratamientos de N. subinflatoides
en presencia de V. alginolyticus y V. campbellii. De acuerdo con Patel y Prajapati (2013) y Liu et al.
(2016) bajo condiciones desfavorables como desecacidn, estrés osmoético y la presencia de
compuestos alguicidas o antibidticos las bacterias y microalgas pueden producir exopolisacaridos
(EPS), los cuales brindan proteccién celular. En 2007, Durlu-Ozkaya et al. evaluaron la sensibilidad
de 20 cepas de la bacteria Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus al ser retadas contra
bacteriéfagos y el antibidtico nisina. Los resultados mostraron que las bacterias con una capacidad
de producir concentraciones de EPS relativamente altas (>31 mg EPS L?) eran resistentes a los
efectos de los bacteriéfagos y la nisina. Respecto al mecanismo de proteccion, Looijesteijn et al.
(2001) y Durlu-Ozkaya et al. (2007) sugieren que los EPS son liberados al medio por los
microorganismos y posteriormente, los microorganismos se rodean de una capa de EPS la cual le
brinda proteccién contra diversas condiciones desfavorables. Para el caso de la produccién de
compuestos alguicidas por parte de Vibrio spp. esta capa de EPS podria brindar a N. subinflatoides

proteccion enmascarando los objetivos del compuesto alguicida en la diatomea.

Ademas, los EPS confieren resistencia contra diversos agentes antimicrobianos, entre los que se
encuentran los compuestos alguicidas (Nwodo et al.,, 2012), estos compuestos han sido
identificados en las bacterias del género Vibrio. Li et al. (2014) demostraron que Vibrio sp. (BS02)
presenta actividad alguicida contra Alexandrium tamarense, el compuesto alguicida fue identificado
como acido palmitoleico. Ademds de brindar proteccidn a la célula, se ha demostrado que los EPS
presentan actividad antimicrobiana contra diversas bacterias. Aullybux et al. (2019) evaluaron 40
EPS provenientes de una bacteria marina contra siete especies de bacterias patégenas (Enterobacter
cloacae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus, Bacillus
cereus, Proteus mirabilis). Los resultados mostraron que 38 de los 40 tipos de EPS evaluados
presentaron actividad antimicrobiana contra al menos un tipo de bacteria. Ademas, en los ultimos
afios estos compuestos han recibido especial atencidn debido a que pueden presentar actividades

anticarcinogénicas (Wu et al., 2020), antioxidantes (Leung et al., 2009) y antimicrobianas (Nehal et
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al., 2019). En los cocultivos con V. campbelliy V. alginolyticus el contenido de proteinas durante la
fase exponencial disminuyd con respecto al tratamiento control, esto podria estar relacionado con
la produccién de EPS, ya que las proteinas son el segundo componente principal de estas
macromoléculas como ha sido descrito por otros autores para diversas especies de cianobacterias

(Ozturk y Aslim, 2010).

El contenido de lipidos disminuyd por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V.
alginolyticus, V. campbellii). Esta disminucidén puede deberse al gasto energético que representa la
sintesis de metabolitos con actividad antibacteriana. Si bien, la principal funcién de los lipidos es la
reserva de energia, estudios realizados por Sushchik et al. (2001) y Abomohra et al. (2014)
demuestran que las microalgas tienen la capacidad de liberar dcidos grasos al medio con la finalidad
de atraer bacterias; sin embargo, las microalgas podrian liberar estos acidos grasos con otros fines,
como la actividad antibacteriana. Como se menciond anteriormente, los acidos grasos han
demostrado una gran capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas y, por lo tanto, representan una novedosa alternativa contra el uso de los

antibidticos (Desbois et al., 2009; Bhagavathy et al., 2011; Alsenani et al., 2020).

Con respecto al contenido de carbohidratos en N. thermalis no se presentaron diferencias
significativas por la adicién de Vibrio spp. en ambas fases de crecimiento de los cultivos de la especie
de diatomea. Para los cocultivos de N. thermalis con las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V.
alginolyticus, V. campbellii), esto podria deberse a la disrupcion de la percepcion del quérum por
parte de la especie de diatomea. N. thermalis podria estar liberando compuestos con efecto
antimicrobiano como carbohidratos o acidos grasos en concentraciones bajas con la finalidad de
alterar la percepcion del quérum, como lo describe Coutteau y Goossens, 2014 al emplear
concentraciones bajas de un compuesto natural (0.03%) contra V. harveyi, dicho compuesto natural
alterd la percepcion del quérum de V. harveyi. La inhibicion de la percepcidn del quérum de las tres
especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) por parte de N. thermalis evitaria una
respuesta en conjunto por parte de las bacterias (por ejemplo, liberacidon de compuestos alguicidas),
por lo tanto, el contenido de carbohidratos en las diatomeas no se ve modificado, debido a que no

se requiere una proteccidn celular contra los compuestos alguicidas por parte de los carbohidratos.
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Para el contenido de proteinas el cocultivo con V. harveyi (502.97 + 94.31 pg cel?) presenté un
aumento con respecto al tratamiento control (268.69 + 11.73 pg cel?). La presencia de V. harveyi
podria aumentar el contenido de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), como
sucede en las microalgas Coelastrella sp. y Tetradesmus obliquus al ser cocultivadas con la bacteria
Variovorax paradoxus (Perera et al., 2021). Este aumento de proteinas puede deberse a la sintesis
de proteinas con actividad antioxidante como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPX) como mecanismos de respuesta hacia el estrés oxidativo (Calderdn-
Delgado et al., 2019). Los mecanismos de respuesta consisten en sintetizar sistemas enzimaticos,
estos se coordinan de manera conjunta para proteger a las microalgas de los factores adversos que
ocasiona el estrés oxidativo, entre dichos factores se encuentran el dafio a proteinas, lipidos y ADN

(Aranguiz et al., 2009).

Al contrario de N. subinflatoides, el contenido de lipidos en N. thermalis aumentd por la adicion de
las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) en la fase exponencial. La
acumulacidn de lipidos puede ser provocada por condiciones de estrés como la limitacion de
nutrientes (Xiao-Man et al., 2018). Esta tendencia pudo haber ocurrido debido a la competencia de
N. thermalis con Vibrio spp. y por este motivo se encontré un aumento en el contenido de lipidos.
Ademas, Perera et al. (2021) evaluaron los cambios fisioldgicos en las microalgas Tetradesmus
obliquus 1S2 y Coelastrella sp. al ser cocultivadas con la bacteria Variovorax paradoxus 1S1. Estos
autores observaron que los cocultivos presentaban altas concentraciones de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). La acumulacién de lipidos también puede deberse a la
presencia de ROS, ya que los lipidos, principalmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por

sus siglas en inglés) confieren a las células una fuerte resistencia a la oxidacion (Richard et al., 2008).

4.6 Pigmentos

La concentracion de Chl-a y Chl-c disminuyd en los cocultivos con V. alginolyticus y V. campbellii,
como se menciond lineas arriba, la presencia de Vibrio spp. puede ocasionar aumento en las ROS
(Perera et al., 2021). Sharma et al. (2019) menciona que algunos factores estresantes como altas

irradiancias o incremento en las ROS pueden ocasionar disminucidn de la eficiencia fotosintética,
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estrés oxidativo y afectar la sintesis de clorofila, por lo que la disminucidn de las clorofilas (a y c)

podria deberse al estrés oxidativo ocasionado por la presencia de V. alginolyticus y V. campbellii.

Ademads, de acuerdo con Gregor y Marsalek (2004), el contenido de Chl-a durante la fase
exponencial es directamente proporcional a la densidad celular, por lo que la concentracién de Chl-
a se puede utilizar para estimar de manera indirecta la biomasa de las microalgas, ya que es el
principal pigmento fotosintético presente en estos microorganismos. Lo anterior es consistente con

los resultados obtenidos para la densidad celular (Figura 3).

Respecto a la Chl-c, esta es un pigmento accesorio presente en las diatomeas en lugar de la Chl-b
(Kuczynska et al., 2015). En los cocultivos con V. campbellii y V. alginolyticus durante la fase
exponencial de N. thermalis el contenido de Chl-c fue mayor con respecto al tratamiento control.
Esto es consistente con los resultados obtenidos para la eficiencia fotosintética (Figura 39), donde
los cocultivos con V. campbelliiy V. alginolyticus fueron fotosintéticamente mas eficientes conforme
aumentaron los niveles de irradiancia. Mysliwa-Kurdziel et al. (2019) mencionan que la funcion de
la Chl-c es ayudar a la Chl-a absorber la luz solar y su sintesis esta relacionada al inicio de la

fotosintesis.

El contenido de carotenos durante la fase exponencial en N. subinflatoides con adicién de V.
alginolyticus y V. campbellii presenté un aumento con respecto al tratamiento control. De acuerdo
con Xiao-Man et al. (2018), al igual que los lipidos, la acumulacidn de carotenos puede deberse a
condiciones de estrés ocasionadas por la falta de nutrientes o a la presencia de metabolitos o
compuestos que pueden ser secretados por Vibrio spp. como mecanismo de defensa. Estas
condiciones estresantes pueden afectar de manera adversa el crecimiento de las microalgas, esto
es consistente con los resultados obtenidos para el crecimiento de N. subinflatoides con adicién de

V. alginolyticus y V. campbellii, tratamientos donde se obtuvieron las menores densidades celulares.

Para N. thermalis se obtuvo una tendencia similar a N. subinflatoides durante la fase estacionaria
por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii), de igual manera
el crecimiento de N. thermalis en los tres cocultivos, fue menor al crecimiento en el tratamiento
control. La disminucién en el crecimiento de N. thermalis en cocultivo con las tres especies de Vibrio
(V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii) puede deberse a condiciones de estrés ocasionadas por

la presencia de Vibrio spp., compuestos producidos por estas bacterias y falta de nutrientes.
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4.7 Parametros fotosintéticos

Para el caso de N. subinflatoides durante la fase exponencial, la pendiente inicial (a), la tasa maxima
de transporte de electrones (ETRmax) y la irradiancia de saturacién (Ek) aumentaron por la adicién
de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus y V. campbellii), excepto para el parametro a
en el cocultivo con V. harveyi. En la fase estacionaria de los cultivos de N. subinflatoides, los
pardmetros ETRmax y Ek aumentaron en todos los tratamientos con Vibrio spp. Estos tres
pardmetros estdn relacionados con la eficiencia fotosintética, por lo que su aumento indica una

mejora o potenciamiento del proceso fotosintético.

Leone et al. (2021) lograron mejorar la eficiencia fotosintética de la diatomea Thalassiosira
weissflogii mediante la adicion al medio de cultivo de un colorante rojo (cianina), el cual absorbe a
una longitud de onda que oscila entre los 570 y 650 nm. Este pigmento cianina tiene la capacidad
de penetrar la membrana celular de la diatomea T. weissflogii y actuar como una antena molecular
gue aumenta la recoleccion de la luz, debido a que la cianina absorbe energia a longitudes de ondas
a las que los pigmentos fotosintéticos presentes en las diatomeas no pueden absorber. Este
incremento ocasiona un aumento en la tasa de transporte de electrones lo que a su vez provoca una
mayor produccidon de adenosin trifosfato (ATP) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH). Estos incrementos conllevan a que las células de la especie de diatomea mejoren su
actividad fotosintética. Los pigmentos que pudieran ser liberados por Vibrio spp. y que permanecen
en el medio de cultivo, es decir, que no penetran hacia las células de las diatomeas (N. subinflatoides
y N. thermalis), pueden favorecer una mayor absorcién de fotones de longitudes de ondas que no
pueden ser absorbidos por los pigmentos presentes en las diatomeas. Burak et al. (2019) lograron
potenciar la actividad fotosintética de la microalga Dunaliella salina mediante el empleo de dos
colorantes (cumarina y solvente naranja). En este estudio, los colorantes fueron colocados
alrededor del biorreactor y no directamente al medio para evitar una posible toxicidad de los
colorantes hacia la microalga. Los resultados en la actividad fotosintética de D. salina se vieron

aumentados al ser cultivadas con los colorantes cumarina y solvente naranja.

Si bien en el presente trabajo no se adicionaron pigmentos, moléculas de este tipo pueden ser
aportadas al medio de cultivo por Vibrio spp. Alihosseini et al. (2008) lograron aislar a Vibrio

gazogenes de sedimentos marinos y se demostrd que presenta gran capacidad para producir un
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pigmento rojo conocido como prodigiosina a partir de espectroscopia de masas. Boric et al. (2011)
evidenciaron que la sintesis de este pigmento prodigiosina provee proteccién contra el estrés
ocasionado por la radiacién ultravioleta (UV) en Vibrio sp. DSM 14379. Ademas, se determind que
la maxima absorbancia de este pigmento prodigiosina es de 530 nm, absorbancia similar al pigmento
cianina utilizada en el estudio de Leone et al. (2021). A pesar de que no hay reportes de que estos
pigmentos puedan ser secretados al medio, en este caso los pigmentos que pudieran ser producidos
por Vibrio spp. podrian ser liberados al medio durante la lisis celular que experimentan las bacterias
de manera natural, o bien, por el efecto inhibitorio de las diatomeas. Una vez en el medio, los
pigmentos pueden difundir hacia el interior de las diatomeas en donde pueden actuar como antenas
moleculares de recoleccidn de luz, lo que las vuelve mds eficientes para llevar a cabo el proceso de

fotosintesis (Leone et al., 2021).

Otro de los parametros fotosintéticos evaluados fue Fv/Fm, el cual se refiere a la maxima eficiencia
alaquelaluzabsorbida por las antenas de captacién de luz del fotosistema Il se convierte en energia
quimica (Baker y Rosengvist, 2004). Los resultados obtenidos tanto para el tratamiento control
como para los tratamientos con Vibrio spp. presentaron valores entre 0.52 a 0.62 durante la fase
exponencial. La tendencia obtenida para dichos valores puede considerarse como éptima de
acuerdo con Tan et al. (2019), quienes evaluaron valores de Fv/Fm de 14 especies de algas de
distintos grupos entre las que se encuentran cuatro especies de diatomeas (Skeletonema costatum,
Chaetoceros curvisetus, C. debilis, Coscinodiscus sp.), en donde los valores maximos obtenidos
oscilaron entre 0.57 a 0.62 y el valor promedio obtenido para este grupo fue de 0.60. Durante la
fase estacionaria los valores de Fv/Fm disminuyeron en todos los tratamientos y oscilaron en valores
entre 0.35 a 0.40. Estos menores valores de Fv/Fm pueden deberse a la falta de nutrientes en la fase
estacionaria, ya que los resultados obtenidos para los tratamientos con Vibrio spp. con respecto al
tratamiento control no presentaron diferencias. Tan et al. (2019) mencionan que, bajo condiciones
limitantes de nitrégeno y fésforo, este parametro puede alcanzar valores de 0.2. Una disminucidn
de los valores dptimos en Fv/Fm (valores entre 0.57 a 0.62) indican una reduccidn en la eficiencia

fotoquimica del fotosistema Il y dafios en el aparato fotosintético (Jiménez-Suancha et al., 2015).

Para N. thermalis en cocultivo con V. alginolyticus y V. campbellii los valores de a, ETRmax y Ek
aumentaron con respecto al tratamiento control. Estos cocultivos presentaron una mayor eficiencia

fotosintética durante la fase exponencial. De forma similar a lo descrito para N. subinflatoides, el
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potenciamiento fotosintético puede deberse a la liberacién de prodigiosina por parte de Vibrio spp.
Con respecto a los valores de Fv/Fm no se presentaron diferencias entre los tratamientos en ambas
fases de crecimiento de N. thermalis y los valores oscilaron entre 0.52-0.67, por lo que de acuerdo

con Tan et al. (2019) la eficiencia fotosintética del fotosistema Il se encuentra en estado dptimo.

4.8 Composicion de acidos grasos

Teoh et al. (2004) evaluaron el perfil de acidos grasos de seis especies de microalgas Antarticas entre
las que se encuentra la cepa Navicula UMACC 231, los cultivos de Navicula fueron mantenidos en
medio Provasoli a seis distintas temperaturas (4, 6, 9, 14, 20, 30 °C). Los cultivos mantenidos a 20 °C
(temperatura mas similar a la empleada en este estudio) presentaron un contenido de SFA (37.18%)
similar al obtenido en el presente estudio; sin embargo, el contenido de MUFAs (55.40%) y de PUFAs
(12.70%) fueron muy distintos a los valores obtenidos para N. subinflatoides. Estas diferencias
pueden deberse a que la cepa Navicula UMACC 231 se encuentre estresada debido a que esta
adaptada a temperaturas bajas, ya que los cultivos mantenidos a 4 °C presentaron resultados muy

similares a los obtenidos en este estudio a 22 °C.

En ambas especies de diatomeas utilizadas en este estudio, el perfil de acidos grasos se vio
modificado por la adicidn de las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii).
Molina-Cardenas et al. (2020) evaluaron el efecto de V. cholerae en el perfil de acidos grasos de /.
galbana al ser cocultivadas. Los resultados obtenidos por estos autores mostraron un aumento en
los acidos grasos linoleico, linolénico, gamma-linolénico, eicosatrenoico y eicosatetraenoico,
mientras que el 4cido cis-9-octadenoico se vio drasticamente disminuido en el cocultivo (1.82%) en
comparacién con el monocultivo de I. galbana (12.74%). En la presente investigacion, se encontrd
que la proporcion de los acidos grasos saturados (SFA) disminuyé en N. subinflatoides, en particular
el acido cédprico (C10:0) disminuyé en el cocultivo con V. harveyi (0.50%), con respecto al
monocultivo de N. subinflatoides (4.18%). Sushchik et al. (2001) mencionan que las microalgas
tienen la capacidad de excretar acidos grasos de cadena corta y media al ambiente o al medio de
cultivo, por lo que N. subinflatoides podria estar liberando el acido caprico (C10:0) para llevar a cabo

la disrupcion de la percepcion del quérum en V. harveyi (Figura 41). Esta tendencia puede ser similar
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a lo evaluado en el estudio de Coutteau y Goossens (2014), donde una mezcla de compuestos
naturales con actividad antimicrobiana en baja concentracién (0.03%) logrd inhibir la percepcién del
quérum en V. harveyi. También el C10:0 puede presentar actividad antimicrobiana, lo cual fue
demostrado en el estudio de Huang et al. (2011) donde lograron inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans, S. gordonii y S. sanguis, y que corresponden a tres especies de bacterias
patdgenas de importancia en odontologia; aunado a esto, el C10:0 presenté la menor concentracion

minima inhibitoria (IC80) junto con el acido caprilico (C8:0).

Otro de los acidos grasos que presentd cambios en su concentracién fue el caproico (C6:0), el cual
no fue detectado en el monocultivo de N. subinflatoides, pero si en los cocultivos con V. alginolyticus
(0.11%) y V. campbellii (0.19%). Debido a que el C6:0 se encuentran en bajas concentraciones, este
tipo de acidos grasos podria estar siendo sintetizados por N. subinflatoides para ser liberado al
medio debido a su actividad antimicrobiana. Huang et al. (2011) demostraron que el C6:0 presentd

efecto inhibitorio contra bacterias patégenas como S. mutansy S. gordoni.

Para los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) de N. subinflatoides se observd un aumento en la
concentracién de los acidos linoleico, alfa-linolénico, eicosadienoico y docosadienoico por la adicién
de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii). La presencia de las bacterias
en los cocultivos puede aumentar las ROS en N. subinflatoides, por lo que el aumento de estos
PUFAs, puede ser un resultado de los mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo, ya que estos

confieren una fuerte resistencia a la oxidacién (Richard et al., 2008).

Ademas, diversos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de PUFAs provenientes de
cultivos de microalgas, como el EPA (Desbois et al., 2009), acido linoleico y el docosahexaenoico
(DHA) (Alsenani et al., 2020). Si bien, no hay evidencia de que los PUFAs puedan ser liberados al
medio, estos pueden llegar al medio de cultivo mediante la lisis celular y de esta forma ejercer su

actividad antimicrobiana (Figura 41).

De manera general, los cocultivos de N. subinflatoides con las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V.
alginolyticus, V. campbellii) presentaron una disminucion en el contenido total de PUFAs. La
disminucién del contenido de PUFAs en los cultivos de N. thermalis, podria traer como
consecuencias modificaciones en el valor nutricional de N. subinflatoides, esto es si se utiliza como

medida profilactica en cultivo de agua verde, o bien, como aporte de alimento para especies
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acudticas como el camardn. En los cultivos de camardn, el contenido de bacterias del género Vibrio
se encuentran usualmente en concentraciones bajas (Gopal et al., 2004), lo que ocasionaria una
disminucién del contenido de PUFAs. La importancia de los PUFAs en los organismos acuaticos se
debe a que estos no pueden sintetizar este tipo de dcidos grasos, por lo que se les considera como
acidos grasos esenciales. Los organismos acuaticos requieren PUFAs ya que la deficiencia de estos
acidos grasos puede afectar el crecimiento, su reproduccidn, desencadenar patologias y en el peor

de los escenarios ocasionar la muerte de los organismos acuaticos (Tocher, 2010).

Para el caso de N. thermalis, Rodriguez-Nunez y Toledo-Agliero (2017) evaluaron el perfil de acidos
grasos de dos diatomeas (Chaetoceros sp. y Nitzschia sp.) aisladas en la costa del Pacifico Central de
Costa Rica. Para Nitzschia sp. los cultivos fueron mantenidos en medio f/2 y a una irradiancia de 55
umol m2s?, Los resultados para la fase estacionaria del crecimiento fueron: SFAs (24.90%), MUFAs
(42.30%) y PUFAs (32.80%). Para el caso de N. thermalis el contenido de MUFAs (42.48%) fue muy
similar al de Nitzschia sp.; sin embargo, el contenido de SFAs y de PUFAs presentaron diferencias,

las cuales pueden deberse a la diferencia de las irradiancias empleadas en ambos estudios.

El acido laurico (C12:0) en los cultivos de N. thermalis disminuyd por la adicidn de los tres tipos de
Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) a niveles muy bajos (<0.07%) con respecto al
tratamiento control (1.53%). La tendencia anterior, podria indicar la liberacidn de este acido graso
para inhibir el crecimiento de Vibrio spp. o bien, alterar la percepcion del quérum (Coutteau y
Goossens, 2014). Matsue et al. (2019) evaluaron la actividad antibacteriana del acido C12:0 y
demostraron que este presentd actividad contra bacterias de importancia clinica pertenecientes al

género Streptecoccus (S. agalactiae, S. mutans, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. sanguinis).

Ruzin y Novick (2001) evidenciaron que el C12:0 reduce la expresién de factores de virulencia en la
bacteria patdgenas S. aureus mediante el bloqueo de sefiales de traduccién, por lo que la
disminucién de este acido graso en los tratamientos con Vibrio spp. puede deberse a que N.
thermalis lo esté liberando para evitar o disminuir la expresién de factores de virulencia o

compuestos alguicidas producidos por las bacterias patdgenas.

Para el caso de los PUFAs, se observo un incremento en N. thermalis en 9 de los 11 4cidos grasos de
este tipo evaluados por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V.

campbellii). Lutzu et al. (2018) menciona que la interaccidn entre microalgas y bacterias mejora la
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composicion quimica de las microalgas, lo que se traduce como un incremento en moléculas de
importancia econdmica como lo son los acidos grasos. La presencia de bacterias en los cultivos de
microalgas puede ocasionar estrés en las microalgas, estas condiciones estresantes pueden inducir
cambios en el metabolismo para restaurar la homeostasis como sucede en la especie de diatomea

Phaeodactylum tricornutum al ser cocultivada con Stappia sp. KO1 (Vuong et al., 2019).

Al contario de lo obtenido con N. subinflatoides, los niveles totales de PUFAs en N. thermalis se
incrementaron en todos los tratamientos con Vibrio. Debido a que la adicidn de Vibrio spp. induce
un aumento en los niveles de PUFAs, podrian realizarse estudios dirigidos a la inactivacidn de la
patogenicidad de Vibrio spp. o bien, realizar cocultivos con otras bacterias que no sean patdgenas
para evaluar si los niveles de PUFAs en N. thermalis aumentan. El incremento de este tipo de acidos
grasos en N. thermalis podria ser aprovechado para alimentar organismos acuaticos, los cuales no
pueden sintetizar este tipo de acidos grasos, por lo que se les considera como 4acidos grasos

esenciales (Tocher, 2010).

A pesar de que la composicidn de acidos grasos de N. subinflatoides y N. thermalis se realizé de
manera intracelular, Jittner (2001) y Desbois y Smith (2011) mencionan que estas moléculas tienen
un papel muy poco conocido que consiste en brindar defensa en organismos eucariotas unicelulares
contra amenazas bacterianas. En el caso de las microalgas, los acidos grasos principalmente se
encuentran en los lipidos que forman las membranas celulares y estructuras de almacenamiento
energético; sin embargo, durante la lisis celular las enzimas lipoliticas de las microalgas liberan
acidos grasos provenientes de los lipidos celulares, en su mayoria los acidos grasos mayormente
liberados son tanto mono como poliinsaturados (Cutignano et al., 2006). Estos acidos grasos
resultado de la lisis celular de las microalgas, presentan una potente actividad antimicrobiana, lo
que brinda proteccidn a las microalgas amenazadas por diversos patdgenos, en este caso contra
Vibrio spp. El efecto inhibitorio de las microalgas a partir de dcidos grasos conlleva a que las primeras
generaciones de microalgas no sobrevivan; sin embargo, los acidos grasos liberados a partir de las
células de microalgas dafiadas por patdgenos actuardn sobre el resto de los patdgenos presentes

en el medio ambiente o de cultivo, lo que confiere proteccion a las microalgas adyacentes.

Los resultados obtenidos para Navicula subinflatoides y Nitzschia thermalis al ser cocultivadas con

las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii), muestran que ambas especies
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de diatomeas pueden ser empleadas como métodos alternativos a los antibidticos para controlar el
crecimiento de bacterias patdgenas del género Vibrio en cultivos de importancia acuicola (por

ejemplo, camardn o abuldn).
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Capitulo 5. Conclusiones

La densidad celular de N. thermalis disminuyd por la adicion de V. campbellii y V. harveyi, mientras
que, para N. subinflatoides la disminucidn de la densidad celular fue por la adicién de V. campbellii

y V. alginolyticus.

Los cultivos de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis mostraron un alto efecto inhibitorio
en el crecimiento de V. alginolyticus, V. campbellii y Vibrio harveyi durante la fase exponencial del
crecimiento y este efecto inhibitorio se mantuvo hasta la fase estacionaria, en donde los conteos de

Vibrios no fueron detectados en filtrados de 10 mL.

La bacteria V. alginolyticus fue mas susceptible al efecto inhibitorio de N. subinflatoides y N.
thermalis. Por el contrario, la especie de bacteria mas resistente a la inhibicién fue V. campbellii

para ambas especies de diatomeas estudiadas.

Durante la fase exponencial de crecimiento de N. subinflatoides el peso seco organico disminuyd

por la adicion de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii).

El contenido de carbohidratos en N. subinflatoides disminuyé por la adicién de V. alginolyticus y V.
campbellii durante la fase exponencial de crecimiento, mientras que durante la fase estacionaria el

contenido de carbohidratos aumento.

El contenido de lipidos aumentd durante la fase exponencial para N. thermalis por la adicidn de los
tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) y para N. subinflatoides disminuyé el
contenido de lipidos. Sin embargo, durante la fase estacionaria del crecimiento el contenido de

lipidos para N. thermalis aumento.

Para N. subinflatoides el contenido de proteinas disminuyé por la adicion de V. alginolyticus y V.
campbellii, mientras que para N. thermalis la adiciéon de V. harveyi aumentd el contenido de

proteinas durante la fase exponencial.

El contenido de clorofila a y ¢ (Chl-a y Chl-c) se vio modificado por la adicién de V. alginolyticus y V.
campbellii durante ambas fases de crecimiento de Navicula subinflatoides, mientras que para N.
thermalis el contenido de Chl-c aumenté por la adicidn de los tres tipos de Vibrio (V. harveyi, V.

alginolyticus, V. campbellii) durante la fase exponencial del crecimiento.
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Para N. thermalis y N. subinflatoides durante la fase estacionaria el contenido de carotenoides
aumenté por la adicidn de las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii),
excepto para N. subinflatoides en presencia de V. harveyi en la cual disminuyd el contenido de

carotenoides.

La eficiencia fotosintética de N. subinflatoides aumentd por la adicién de los tres tipos de Vibrio (V.

harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii) durante la fase exponencial de crecimiento.

Para N. thermalis el contenido total de &acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) y acidos grasos
saturados (SFAs) aumento por la adicion de las tres especies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus,
V. campbellii), mientras que, el contenido total de acidos grasos monosaturados (MUFAs)
disminuyd. Para N. subinflatoides, el contenido de PUFAs aumentd por la adicidn de las tres especies

de Vibrio.

Los cultivos de las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis pueden utilizarse como método
profilactico contra V. harveyi, V. alginolyticus, V. campbellii en cultivos de etapas larvarias de

especies de importancia acuicola como camarén, abuldn, erizo y pepino de mar.
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Realizar los retos de inhibicidon con concentraciones iniciales menores de las diatomeas N.
subinflatoides y N. thermalis con el fin de encontrar la densidad celular minima de las
diatomeas para inhibir el crecimiento de las tres especies de Vibrio (Vibrio harveyi, Vibrio
alginolyticus y V. campbellii).

e Evaluar la composicion del medio de cultivo (carbohidratos, acidos grasos, pigmentos) en
los retos de inhibicion para establecer el posible mecanismo de inhibicidn.

e Utilizar las diatomeas N. subinflatoides y N. thermalis en cultivos de importancia acuicola
como el camardn retado con las tres especies de Vibrio (Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus
y V. campbellii) para evaluar la supervivencia y el efecto en la nutricién del camaron.

¢ |dentificar el/los posibles metabolitos con efecto inhibitorio producidos por las diatomeas
N. subinflatoides y N. thermalis contra las tres especies de Vibrio (Vibrio harveyi, Vibrio

alginolyticus y V. campbellii).
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Figurta 42. Imdgenes de las diatomeas empleadas en este estudio. Paneles a-b corresponden a la diatomea Navicula
cf. subinflatoides; paneles c-d corresponden a Nitzschia thermalis f. kurta. Imdgenes tomadas por Molina-Cardenas,
(2021).
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Figura 43. Reto de inhibicion de Navicula subinflatoides contra Vibrio harveyi. Los datos muestran los valores
promedio y desviacidn estandar de la densidad de: V. harveyi (Vibrio mL: (A), V. harveyi en tratamiento control
(Vibrio mL%: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (®) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL) (m)). Filtrado de
1 mL. Andlisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b.
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Figura 44. Reto de inhibicién de Navicula subinflatoides contra Vibrio alginolyticus. Los datos muestran los valores
promedio y desviacidn estdndar de la densidad de: V. alginolyticus (Vibrio mL: (A), V. alginolyticus en tratamiento
control (Vibrio mL: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (e) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL?) (m)).
Filtrado de 1 mL. Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican
diferencias significativas entre tratamientos: a>b.
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Figura 45. Reto de inhibicidn de Navicula subinflatoides contra Vibrio campbellii. Los datos muestran los valores
promedio y desviacién estdndar de la densidad de: V. campbellii (Vibrio mL: (A), V. campbellii en tratamiento
control (Vibrio mL%: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (e) cocultivadas con N. subinflatoides (cél mL?) (m)).

Filtrado de 1 mL. Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican
diferencias significativas entre tratamientos: a>b>c.
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Figura 46. Composicion de acidos grasos saturados (SFA), dcidos grasos monoinsaturados (MUFA) y 4cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de Navicula subinflatoides en presencia o ausencia de Vibrio spp.
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Figura 47. Reto de inhibicién de Nitzschia thermalis contra V. harveyi. Los datos muestran los valores promedio y
desviacién estandar de la densidad de: V. harveyi (Vibrio mL: (A), V. harveyi en tratamiento control (Vibrio mL
(%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (®) cocultivadas con N. thermalis (cél mL?) (m)). Filtrado de 1 mL. Analisis

de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias significativas
entre tratamientos: a>b.
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Figura 48. Reto de inhibicidn de Nitzschia thermalis contra V. alginolyticus. Los datos muestran los valores promedio
y desviacién estandar de la densidad de: V. alginolyticus (Vibrio mL: (A), V. alginolyticus en tratamiento control
(Vibrio mL: (%) y bacterias heterotréficas (UFC mL?) (@) cocultivadas con N. thermalis (cél mLt) (m)). Filtrado de 1

mL. Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b>c.
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Figura 49. Reto de inhibicidn de Nitzschia thermalis contra V. campbellii. Los datos muestran los valores promedio y
desviacién estandar de la densidad de: V. campbellii (Vibrio mL™: (A), V. campbellii en tratamiento control (Vibrio
mL 1 () y bacterias heterotrdficas (UFC mL1) (®) cocultivadas con N. thermalis (cél mL?) (m)). Filtrado de 1 mL.

Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey (a=0.05). Letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos: a>b.
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Figura 50. Composicion de acidos grasos saturados (SFA), dcidos grasos monoinsaturados (MUFA) y 4cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de Nitzschia thermalis en presencia o ausencia de Vibrio spp.



