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GLOSARIO

Electroforesis: método analitico semipreparativo, en el que se separan
biomoléculas, con base entre otros factores en su carga y bajo la accion de un
campo eléctrico.

Exoenzimas: Enzimas producidas y liberadas por las células que hidrolizan
sustratos a tamafos suficientemente pequefios para ser transportados a través
de las membranas celulares (Arnosti, 2011).

Hemolisina: Proteina que produce la lisis de los eritrocitos (Goebel et al.,
1988).

Hematies: Son las células de la sangre encargadas del transporte del oxigeno
a los organos y tejidos y del didxido de carbono para su eliminacion.
Hidrofobicidad: Es la una propiedad de algunos microorganismos de crecer
en sustratos hidréfobos insolubles, tales como hidrocarburos (Rosenberg et al.,
1980).

Hospedero: organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si.
Microbiota: Ecosistema microbiano complejo y dinAmico que coloniza el tracto
digestivo y que beneficia la salud del organismo mediante la promocion de
suministro de nutrientes que provienen la colonizacion de agentes infecciosos
(Delzenney & Cani, 2008).

Larva veliger: Fase larvaria de la mayoria de los moluscos, caracterizada por
la presencia de un velo (FAO, 2006)

Patdgenos oportunistas: Microorganismos capaces de causar enfermedad en
organismos inmunosuprimidos (Saulnier, 2000).

Pruebas de reto: En microbiologia, se refiere al estudio destinado a conocer la
interaccion entre un organismo y un microorganismo 0 Sus componentes
extracelulares (Ninawe & Selvin, 2009).

SYBR Gold: un colorante de cianina que se utiliza para la tincion fluorescente
de los acidos nucleicos con una gran sensibilidad.

Taqg polimerasa: es una enzima termoestable aislada de Termus aquaticus
(Taq), una bacteria que soporta altas temperaturas.

Tincién Gram: es una tincién diferencial utilizada para clasificar a las bacterias

en Gram +y Gram -, de acuerdo a las propiedades de su pared celular.
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Tween 80: Monooleato de Polioxietileno Sorbitan, o polisorbato 80 es un

aditivo alimentario con accién detergente: emulsiona y disuelve las grasas.
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RESUMEN

El efecto de microorganismos probiéticos para moluscos ha sido ampliamente
documentado, sin embargo, su aplicacion a nivel comercial no ha alcanzado el
nivel de desarrollo que el que se ha registrado en el cultivo de peces o
crustaceos. Aparentemente se necesita la adecuacion de las tecnologias para
su produccion y aplicacion, asi como modificaciones a las metodologias de
manejo. Sin embargo, en primera instancia se requiere contar con cepas que
garanticen beneficios tanto in vitro como in vivo. El presente trabajo fue
orientado a la seleccion y caracterizacion de un consorcio de microorganismos
con capacidad probidtica para la produccién larvaria de ostion japonés
Crassostrea gigas. Para ello se aislaron un total de 202 cepas microbianas de
diferentes peces, moluscos, crustaceos y sedimento marino. Las cepas fueron
caracterizadas fenotipicamente y se determinaron los parametros indicadores
de su capacidad probiética, incluyendo su capacidad de asimilar amonio, crecer
en condiciones acidas, producir exoenzimas, la ausencia de indicadores de
virulencia y el efecto benéfico en la supervivencia y crecimiento de los
hospederos. Se conform6 un consorcio de nueve cepas con alto potencial
probiotico y se evalud su efecto en la supervivencia y crecimiento a nivel piloto
en el cultivo larvario de ostibn. Se determind, que la eficiencia para la
asimilacion del amonio del consorcio selecto es dependiente de la dosis (>2.7 x
10® UFC'mL™), temperatura (>27°C y disponibilidad de la fuente de carbono).
El consorcio probiético quedé conformado por cuatro bacterias Bacillus sp.
(Cepa 68.1), Bacillus sp. (Cepa 180), Bacillus licheniformis (cepa 139.1) y
Cellulomonas sp. (Cepa 84) y cinco levaduras Candida parapsilosis (cepa-80,
cepa-98, cepa-57), Thricosporon asahii (cepa 93) y Rhodotorula mucilaginosa
(cepa-183) todas aisladas de moluscos. Con este consorcio se mejor6é el
crecimiento durante el cultivo larvario a nivel piloto de Crassostrea gigas a una
dosis de 7.2 x 10° UFC mL™.
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ABSTRACT

The effect of probiotic microorganisms has been widely documented in shellfish
organisms, but its commercial application has not reached the level of
development than has been registered in the finfish or shellfish production.
Apparently it is necessary the modification of different technologies for
production and application as well as changes in the management
methodologies. However, in the first instance it is required to count with different
strains that guarantee benefits both in vitro as in vivo. This work was focused on
the selection and characterization of a consortium of microorganisms with
probiotic capacity for Crassostrea gigas oyster larval production. A total of 202
microbial strains of different fish, molluscs, crustaceans and marine sediment
were isolated. The strains were phenotypically characterized and the
parameters indicating their probiotic capacity were determined, including its
ability to assimilate ammonium grow in acidic conditions, produce exo-enzymes,
absence of indicators of virulence and effect on survival and growth of the host.
A consortium of nine probiotic strains with was formed and its effect on the
survival and growth was evaluated at pilot scale on oyster culture. It was
determined, that the efficiency for ammonia assimilation of the select
consortium is dose (>2.7 x 108 CFU-mL™), temperature (>27° C and availability
of the carbon source dependent). The consortium was integrated by four
bacteria: Bacillus sp. (strain 68.1), Bacillus sp. (strain 180), Bacillus
licheniformis (strain 139.1) and Cellulomonas sp (strain 84) and five yeast:
Candida parapsilosis (strain-80-98 strain, strain-57), Thricosporon asahii (strain
93) and Rhodotorula mucilaginous (strain 183) all isolated from shellfish. This
consortium improved the growth of Crassostrea gigas larvae at pilot level at a
dose of 7.2 x 10° CFU-mL™,



1. INTRODUCCION

La produccion acuicola mundial ha crecido de 32,4 millones a 66,6 millones de
toneladas en el periodo 2000 al 2012 (FAO, 2014). Y se espera un mayor
crecimiento ya que es la Unica alternativa sustentable para compensar la
reduccion en la abundancia de los recursos pesqueros del mundo. Actualmente
la acuicultura proporciona mas de la cuarta parte del suministro de mariscos en
el mundo, y se espera se acercara a 50% para el afio 2030 (Tidwell & Allen,
2001).

El cultivo de moluscos bivalvos ha contribuido de manera importante en la
produccion mundial, para el afio 2006 la produccion mundial alcanzé los 14
millones de toneladas, representando aproximadamente el 27% del total la
produccién acuicola mundial (FAO, 2009). En el 2002 la produccién més alta
fue reportada para el ostion del pacifico Crassostrea gigas con 4.2 millones de
toneladas (FAO, 2004). En México para el afio 2011 el ostién tuvo una
produccion de 46,851 toneladas, de las cuales el 93% provenia de acuacultura.
(Sagarpa, 2011).

En el cultivo de moluscos, la produccion de semillas es la base para sostener
los cultivos comerciales, la cual debe ser abundante, fiable y econémica. La
crianza en laboratorio ofrece ventajas sobre la recoleccién de bancos naturales
ya que permite suministrar semilla oportunamente segun los requerimientos,
asi como manejar aspectos nutricionales, genéticos y sanitarios.
Generalmente, la cria de larvas de bivalvos se desarrolla en cultivos estéticos,
donde la calidad del agua se mantiene mediante el recambio completo cada 2-
4 dias (Castagna et al., 1996, Helm et al., 2004). Este proceso se realiza en
volimenes que van de 5,000 a 15,000 L de agua de mar, por lo que el
mantenimiento de la calidad del agua que representa un gran gasto de tiempo,
agua y energia. Las densidades que se utilizan van de 1 a 8 larvas mL™, sin
embargo, el recambio constante de los cultivos propicia estrés a los

organismos cultivados y la entrada potencial de microorganismos indeseables,



lo que eventualmente provoca que un gran porcentaje de los organismos
muera por enfermedades de origen bacteriano (Guillard 1959, Tubiash et al.,
1965, Lodeiros et al., 1987, Paillard et al., 2004). Sin embargo, el recambio es
necesario para mantener bajos los niveles de metabolitos toxicos en el agua ya
que la exposicion a altas concentraciones de amonio no ionizado (NH3) y nitrito
(NO,) afecta a los organismos acuéticos en una variedad de formas, que
involucran los procesos fisioldgicos, el crecimiento y en ciertas concentraciones

pueden causar hasta la muerte.

El mejoramiento de la produccion de cultivos larvario de moluscos, implica en
gran medida de cambios en el paradigma del manejo de la calidad del agua,
donde probablemente un adecuado manejo de la microbiota de los sistemas de
produccion, contribuira de manera importante en el mantenimiento de la calidad
del agua, lo que permitira reducir la necesidad de manejos excesivos de los

cultivos.

Durante los ultimos afios se han hecho diferentes intentos por incorporar
medidas de manejo microbiano a los cultivos de moluscos, lo que incluye la
adicién de probioticos, sin embargo, su uso aun no se ha extendido a nivel
comercial. Por lo que en este trabajo se realiz6 el aislamiento, caracterizacion y
evaluacion del potencial probidtico de diferentes cepas microbianas con el

propésito de evaluar su uso en cultivo larvario de Crassostrea gigas.



2. ANTECEDENTES

En acuicultura se ha demostrado que la aplicacion de bacterias probitticas a
los sistemas de produccién promueve beneficios directos sobre la digestion y el
sistema inmunologico de los organismos, promueven mejoras significativas en
la calidad del agua, lo cual se ve reflejado en la salud de los organismos y a su
vez en la supervivencia de los organismos (Verschuere et al., 2000). Los
probioticos tienen un efecto benéfico en los procesos digestivos, promoviendo

el consumo de nutrientes y vitaminas (Ringg y Gatesoupe 1998).

En moluscos ya se han utilizado los probiéticos con fines alimenticios y de
mejora en la supervivencia. Douillet y Langdon (1993) experimentaron con
larvas de ostion Crassotrea gigas en el cual inocularon con cepas bacterianas
individuales y mezclas de bacterias de origen marino y encontraron tasas altas
de supervivencia. Estos mismo autores en 1994 demostraron que las larvas de
Cassostrea gigas alimentadas con microalgas y Alteromonas sp. tienen una
mayor supervivencia y crecimiento en comparacion con los tratamientos
alimentados con solo microalgas. Ellos sugieren que las bacterias pueden
aportar algunos nutrientes esenciales para las larvas, que no son provistos por
las microalgas. Sin embargo resulta cuestionable el uso de bacterias del
género Aeromonas ya que se sabe que pueden ser patdgenas para diversos
organismos.

En juveniles de Crassotrea corteziensis, Campa-Cérdova et al. (2009)
reportaron un crecimiento significativamente mayor al aplicar Lactobacillus sp.,
asi como un incremento significativo en la supervivencia y actividad de la
enzima antioxidante superéxido dismutasa. En el 2011 estos mismos autores
demostraron un efecto benéfico de cepas probidticas utilizadas individualmente

0 en mezcla en el cultivo larvario de Crassostrea corteziensis.

Los probioticos también son utilizados como controladores bioldgicos; Gibson
et al. (1998), demostraron que el uso de probioticos en larvas de C. gigas es
efectiva para controlar a Vibrio tubiashii. En este mismo sentido Ruiz-Ponte et
al. (1999) y Riguelme et al. (2000) demostraron la capacidad inhibitoria de los

probidticos sobre Vibrio spp en larvas de Pecten maximus y Argopecten



purpuratus respectivamente. Macey & Coney, (2005) encontraron mejoras en el
crecimiento y mayor resistencia a enfermedades en Haliotis midae.

Karim et al. (2013) utilizd las cepas probidticas Phaeobacter sp. S4 y B.
pumilus RI06-95 como controladores biolégicos en larvas y juveniles de
Crassostrea virginica logré un efecto positivo en contra Vibrio tubiashii y

Roseovarius crassostreae.

Gracias a las estrategias de manejo tradicional en los cultivos larvarios de
moluscos, la calidad del agua no representa un problema, pero si representa un
riesgo por el manejo excesivo, ya que los organismos estan mas propensos al

estrés y se aumenta el riesgo de la entrada de organismos indeseables.



3. JUSTIFICACION

En la crianza larvaria de moluscos generalmente se manejan densidades
bajas de siembra (1-10 larvas mL™), lo que se compensa con volimenes
grandes de agua (de 5,000 a 10,000 L), en estas condiciones los sistemas
se mantienen estaticos con recambios de agua del 100% cada tercer dia,
con la finalidad de asegurar altas producciones y mantener la calidad del
agua, sin embargo esto implica un alto consumo de agua y gasto
energético, ademas de que se propicia la entrada de microorganismos
indeseables y la generacion de estrés en los organismos. Los probioticos
son una alternativa que podria ayudar a reducir el manejo, ya que pueden
generar mejoras sobre la calidad del medio, sin embargo, su uso es poco
comun en los cultivos comerciales, a diferencia de lo que ocurre en los
cultivos de camaron y peces donde la aplicacion de probi6ticos se realiza de
manera rutinaria. Para la seleccion de microorganismos benéficos para
acuicultura es primordial considerar el origen, asegurar que no son un
riesgo para los consumidores, asi como desarrollar nuevas tecnologias que

permitan aplicarlos masivamente a los sistemas de cultivo.

Lo que se pretende con este trabajo es generar un consorcio de
microorganismos que permita la produccion larvaria de Crassostrea gigas, a

densidades altas de siembra (10-13 larvas mL™).



4. OBJETIVO GENERAL
Aislar, caracterizar y evaluar un consorcio de microorganismos probioticos para

el cultivo larvario del ostién japonés Crassostrea gigas.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y purificar bacterias Gram-positivas y levaduras asociadas al
tracto intestinal de peces, crustaceos, moluscos y sedimento marino.

e Determinar el potencial probidtico de las cepas aisladas mediante su
caracterizacion  fenotipica 'y descartar los  microorganismos
potencialmente patégenos.

e Seleccionar las cepas con mayor potencial probidtico e identificarlas
mediante técnicas moleculares.

e Evaluar la supervivencia y crecimiento de las cepas seleccionadas en el

cultivo larvario a nivel piloto de Crassostrea gigas.

6. HIPOTESIS

La microbiota de los organismos filtradores como las larvas de moluscos es un
reflejo directo de los microorganismos que se encuentran en el ambiente, por lo
que es factible aislar microorganismos potencialmente probioticos de fuentes
diversas como tractos intestinales de organismos acuaticos y sedimentos
marinos, y al ser aplicados durante la crianza larvaria del ostion Crasostrea
gigas sera factible registrar beneficios directos sobre la produccion, lo que se

reflejard en una mayor supervivencia larvaria.



7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Aislamiento y purificacion

7.1.1 Toma de muestras

Se obtuvieron organismos recién capturados provenientes de la pesca riberefia
o de cultivos en Baja California Sur, incluyendo peces como Totoaba
macdonaldi, Calamus brachysomus, Micropogonias ectenes, Pronorus
ruscarius, Bagre panamensis, Paralabrax maculatofasciatus, Hippoglossina
tetrophtalma, Rhinobatos productus, moluscos bivalvos como Megapitaria
squalida, Anadara tuberculosa, Panopea generosa, juveniles de callo de hacha
(Pinna rugosa), larvas de ostion (Crassostrea gigas), y crustadceos como la
langosta espinosa (Panulirus inflatus) y nauplios de camarén blanco (Penaeus
vannamei). En el apéndice | se indica la procedencia de los organismos
muestreados. Las muestras fueron procesadas inmediatamente al llegar al
laboratorio en condiciones asépticas y en campo estéril de acuerdo al siguiente
protocolo:

Peces: Se limpidé la zona ventral con una torunda impregnada con alcohol al
96% Yy después se realizO un corte con tijeras para exponer las visceras. El
intestino se extrajo y se descartd el contenido intestinal, enseguida se realiz6

un frotis de la mucosa intestinal y se coloco en tubos eppendorf de 2 mL.

Moluscos: Cada organismo se abrié cuidadosamente y se extrajo una muestra
de la glandula digestiva, la cual fue colocada en tubos con solucion salina
estéril (2.5% NacCl), se maceré con un disruptor de tejido (Pellet Pestle® motor
Kontes); y una muestra fue colocada en tubos falcon de 15 mL. Para el caso de
los juveniles de callo de hacha y larvas de ostién, los organismos fueron
colocados en un tamiz estéril de 500 y 60 um respectivamente y fueron lavados
con agua de mar estéril, después fueron colocados en tubos de vidrio estéril
con 2 mL de agua de mar estéril y macerada por un disruptor de tejidos.

Crustaceos: Nauplios de camar6n fueron concentrados en 5 mL de agua de
mar estéril y homogeneizados durante 5 min con un sonicador Branson 3510
(40 KHz) hasta la disrupcion total de la muestra. El intestino de langosta se

extrajo asépticamente y se colocO en un tubo con solucion salina estéril (2.5%



NaCl) para después ser macerados con el disruptor de tejidos, y se colocé en
un tubo falcon de 15 mL.

Sedimentos:

En el presente estudio se incluyeron 19 cepas puras aisladas por la Dra. Erika
Quintana (ENCB), provenientes de sedimento marino colectadas a 4 m de
profundidad mediante buceo SCUBA en Punta Arena Bahia de la Ventana, B.
C. S. (latitud 23° 59 N longitud 109° 49 O). Todas las muestras, fueron
mantenidas en ultracongelacion (-80°C) con 20% de glicerol estéril hasta

realizar los aislamientos.
7.1.2 Aislamiento de microorganismos

Las muestras fueron descongeladas y mantenidas a 4°C, de cada muestra se
realizé una dilucién decimal en agua de mar estéril. En el caso de las muestras
de peces se agregaron 500 pL de agua de mar en los tubos que contenian las
muestras. 50 pL de cada muestra se sembraron por estria cruzada en medios
selectivos y se incubaron a temperatura ambiente por 24 h. Las muestras de
moluscos y crustaceos fueron homogenizadas con un vortex y se tomaron 15
UL para ser sembrada por estria cruzada. Los medios utilizados fueron MRS
(Man Rogosa y Sharpe), YPD (Yeast, Peptone and Dextrose) y BHI (Brain

Heart Infusién) con &cido nalidixico (10 pg mL™) preparados al 2.5% de NaCl.
7.1.3 Caracterizacion morfolégica de las colonias

Se realizaron resiembras por puncién en los diferentes medios entre otros el
TSA al 2.5% de NaCl, las diferentes morfologias coloniales fueron observadas
y registradas asi como color, textura y tamafio, cada colonia aislada se numeré

y se tomo registro su origen de procedencia y del medio del que fue aislada.
7.1.4 Purificacion

La purificacion se realizO mediante resiembras sucesivas en estria cruzada en
los medios que cada cepa fue aislada y las placas se incubaron a temperatura
ambiente por 24 h, la pureza se determind mediante homogeneidad del
crecimiento, asi como homogeneidad celular mediante tincién de Gram a partir

de cultivos de 24 h, en este punto se seleccionaron solo bacterias Gram-



positivas y levaduras. El resto de las cepas fue descartado del presente
estudio.

7.2 Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas
7.2.1 Produccién de exoenzimas

Para la determinacion de las diferentes actividades enziméticas, ésta fue a
partir de cultivos frescos de las cepas puras, se tomé un indculo y se realizo
una siembra por picadura en placas de TSA enriquecido con diversos sustratos

como se describe a continuacion:

7.2.1.1 Produccién de hemolisinas

La actividad hemolitica se determiné utilizando la metodologia de Cowan &
Steel’s (1993), por medio de placas de agar 5% de sangre, (se realizaron
punciones con cultivos de 24 h de las cepas seleccionadas y se incubaron a
35° C por 96 h, De acuerdo al efecto causado en el medio, cada cepa fue
caracterizada como hemdlisis beta (hemdlisis total), hemoalisis alfa (hemolisis

parcial) y hemolisis gama (sin hemdlisis).

7.2.1.2 Produccién de lipasas.

La determinacién se llevé a cabo en medio sélido TSA (al 2.5% de NaCl),
enriquecido con Tween 80 al 1 % (v/v). Las placas fueron sembradas por
puncion a partir de cultivos masivos de 24 h de cada una de las cepas. La
produccion de lipasas se determind con base en la aparicién de un precipitado
opaco alrededor de las colonias una vez transcurridas las 96 h de incubacion a
30° C.

7.2.1.3 Produccién de proteasas.

La produccion de proteasa tipo tripsina se evalu6 en medio sélido TSA (al 2.5%
de NaCl), suplementado con leche al 1.5 % (v/v). Las placas fueron sembradas
por punciones de cada una de las cepas a partir de cultivos de 24 h. Las placas
se incubaron a 30°C por 96 h. Se considero positivo a la produccion de
proteasas el desarrollo de una zona de aclaramiento o hidrélisis de caseina

alrededor de la colonia (halo de actividad).



7.2.1.4 Produccién de amilasas.

Esta prueba se realizé en medio sélido TSA (al 2.5% de NaCl), suplementado
con almiddn soluble al 2 % (p/v). Las placas fueron sembradas por punciones
de cada una de las cepas a partir de cultivos de 24 h y se incubaron a 30°C por
24 h. Posteriormente, se revelaron con una solucion 1:10 de lugol. Se
consideré positiva a la produccién de amilasas cuando alrededor de la colonia

no se observo tincion.

7.2.2 Tolerancia a acidez

Para determinar esta caracteristica fisioldgica se ajustdé una suspension de
bacterias a D.O. de 1 a 585 nm en solucion de NaCl al 2.5% a partir de cultivos
de 24 h de cada cepa; cada suspension fue mezclada en relacion 1:1 con
buffer acidificado a pH 6, 5, 4, 3 y 2 y fueron incubadas durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se establecié el niumero de células
viables mediante diluciones decimales y siembra por micro gota en TSA con
NaCl al 2.5% e incubando las placas por 24 h a 30°C. Después del periodo de
incubacion se registro la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en

placa y se determind el porcentaje de supervivencia.

7.2.3 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evaludé usando cepas patégenas que afectan
comunmente los cultivos de bivalvos V. harvei EC11, V. alginolyticus ATCC-, V.
cambpelli CVC y V. parahemolyticus ATCC-17802. Se uso la técnica de doble
capa descrita por Dopazo et al., (1988). Las cepas se sembraron por puncién
en medio TSA con NaCl al 2.5% en cajas de petri de vidrio y se incubaron a 30°
C de 3-5 dias hasta obtener macro colonias densas. Después de ese tiempo
las colonias se expusieron a vapores de cloroformo por 20 min y se dejaron
evaporar los residuos durante 30 min en una camara de extraccién. A partir de
un cultivo de 24 horas de cada una de las cepas patégenas se preparé una
suspension bacteriana ajustada a una D.O. de 1 a 560 nm en un espectrometro
MERCK SQ118. De esa suspension se agregaron 125 L de la tercera dilucion
decimal (10°) a un tubo con medio de cultivo aproximadamente a 50°C sin

solidificar, se homogeneizo suavemente y se agregd sobre las placas
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previamente expuestas a los vapores de cloroformo, lo que permitid la
formacién de una segunda capa, después de un periodo de difusién de 15 a 30
min, las placas fueron incubadas a 30° C por 24 h. Se considerd positiva la
produccion de compuestos antimicrobianos a la presencia de halos de

inhibicién alrededor de cada una de las cepas.

7.2.4 Hidrofobicidad

Se utilizd el método descrito por Rosenberg et al. (1980) con algunas
modificaciones. De cada cepa se realizaron suspensiones por triplicado y se
ajustaron a una DOsgs=0.5 en buffer salino de fosfatos (PBS; NaCl 137 mM,
KCI 2.7 mM, Na;HPO, 10 mM, KH,PO, 2mM, 1000 mL agua desionizada, pH
7.2) en espectrometro MERCK SQ118. Las suspensiones se mezclaron con 1
mL de xileno (CHs),, se homogenizaron suavemente y se incubaron a 30° C
por 10 min. Después de ese tiempo se mantuvieron en reposo por 15 min y se
midid la absorbancia a 585 nm. El porcentaje de particion en la fase del

hidrocarburo fue calculado mediante la siguiente formula:

A585 (suspensioén bacteriana original) — A585 (fase acuosa) X 100

AS585 (suspension bacteriana original)

La interpretacion de acuerdo al porcentaje de particibn estuvo dada como

sigue:

> 50% = fuertemente hidrofébico
20-50% = moderadamente hidrofébico
< 20% = no hidrofébico.

7.2.5 Perfil del uso de fuentes de carbono

Se determinaron las capacidades de uso de diferentes fuentes de carbono para
cada una de las cepas aisladas mediante placas Biolog GP2. Las placas se

inocularon con suspensiones de las cepas en agua de mar artificial esterilizada
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por filtracion (membranas 0.2 um) a partir de cultivos de 24 h, la densidad se
ajusto a una turbidez de acuerdo al tubo de referencia del sistema Biolog. Las
placas constan de 95 celdas, cada una con una fuente de carbono diferente y
un control sin fuente de carbono. Cada pozo se inocul6 con 150 pL de
suspensién bacteriana y se incubaron por 24 h a 30° C. La prueba se considero
positiva cuando se observé un vire de color de transparente a purpura dado por

el indicador violeta de tetrazolio.

7.2.6. Produccion de enzimas en la galeria Api Zym

Se realizaron suspensiones de cada una de las cepas en agua de mar artificial
filtrada por membrana de 2 um a partir de cultivos de 24 h, se ajustd la DO=1 a
585 nm en un espectrometro MERCK SQ118. La galeria fue inoculada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante a partir de estas suspensiones.
Las galerias fueron incubadas a 30° C por 4 h. Después se afadié una gota del
reactivo ZYM A y una gota del reactivo ZYM B dejando en reposo las muestras
por 10 min a temperatura ambiente. La actividad enzimatica fue determinada y
evaluada de acuerdo a la intensidad de color y la ficha de referencia

proporcionada por el fabricante apéndice Il.

7.2.7 Evaluacion de la toxicidad de los productos extracelulares

Los productos extracelulares (PC) de cada cepa fueron recuperados mediante
el método descrito en Austin et al. (2005). Cada cepa fue producida en placas
de TSA cubiertas con papel celofan estéril. Las placas fueron incubadas por 48
h a 30°C y la biomasa celular fue cosechada y recuperada en tubos con buffer
salino de fosfatos estéril (PBS; NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM,
KH2PO4, 1000 mL de agua desionizada, pH 7.2) en una proporcion de 40 mg
mL™. Posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min. El sobrenadante
con los PE de cada cepa fue filtrado a través de una membrana de 0.2 pym,

recuperado en tubos previamente esterilizados y mantenido a -50°C.
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7.2.7.1 Evaluacién sobre nauplios de Artemia franciscana

Posteriormente se evalud su toxicidad sobre nauplios de Artemia franciscana.
Para ello, quistes de Artemia franciscana se hidrataron por 30 min en agua
destilada y se descartaron los quistes flotantes. Posteriormente se recuperaron
en un tamiz de 50 micras y se descapsularon con una solucion de hipoclorito
de sodio al 50% (60 g L™ de cloro activo) por aproximadamente 45 s y se
enjuagaron repetidas veces con agua destilada estéril. A continuacion se
desinfectaron en una solucion de cloruro de benzalconio al 3% durante 35 s; la
solucion fue retirada y los quistes se lavaron con abundante agua destilada
estéril. Los quistes desinfectados fueron puestos a eclosionar en 1 L de agua
de mar artificial estéril, con aireacion continua (filtrada por 0.2 ym) por 24 h.
Una vez eclosionados los nauplios fueron contados en grupos de 30 y
colocados en tubos con 10 ml de agua de mar estéril y por separado se
agregaron 600 uL de los PE de cada cepa, ajustandose el volumen final de 10
mL. Los tubos fueron mantenidos por 48 h a 30° C y la supervivencia de los
nauplios fue comparada con un blanco sin tratamiento, un control positivo de
SDS empleando la dosis letal media (9 pg mL™), y dos controles negativos, uno

con PBS y otro con los ECP’s de una cepa probidtica conocida.

7.2.7.2 Evaluacion sobre larvas de ostion
Se probaron los PE en las larvas de ostién Crassostrea gigas usando la misma
metodologia descrita para artemia franciscana, se ajust6 la dosis de los PE de

acuerdo al volumen de esta prueba.

7.2.8 Ensayo de desafio en larvas de ostion

Se utilizé la metodologia descrita por GOmez-Ledn et al. 2008, con algunas
modificaciones. Se utilizaron placas estériles de 24 pozos con volumen final de
3 mL y larvas de ostion de 9-13 dias de edad en estadio vélite. Las larvas
fueron obtenidas de la produccién comercial de la empresa Acuacultura Robles
S.A. de C.V. A su llegada al laboratorio las larvas fueron enjuagadas con agua
de mar estéril sobre un tamiz de 50 um, se contaron en grupos de 20

organismos con ayuda de un microscopio estereoscopio Zeiss Stemi SV11y se
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colocaron en cada uno de los pozos de placas estériles de 24 pozos con 1 mL
de agua de mar estéril, se alimentaron con la microalga Isochrysis galbana a
una concentracién de 70,000 cel mL™ y se agregaron 3 pL (7.2 x 10° UFC mL™)
de la suspension de cada una de las cepas ajustadas a una DO= 1 a 585 nm,
el volumen final en cada pozo fue ajustado a 2.5 mL y la placa se mantuvo a
temperatura ambiente por 48 h. Cada cepa se evalud por triplicado y se dejaron

controles sin inocular.

El porcentaje de supervivencia larval se determin6 con la siguiente férmula:

) ) No.de larvas vivas
Supervivencia (%) = No Total de larvas X 100

7.2.9 Asimilacién de amonio

Se prepararon suspensiones de cada una de las cepas a partir de cultivos de
24 h en solucion salina al 2.5% de NaCl, se ajustdé la DO=1 a 585 nm en
espectrofotometro MERCK SQ118. Tubos de ensaye con 5 mL de medio de
prueba a una concentracién de 10 ppm de amonio y glucosa monohidratada
como fuente de carbono (73.3 pg mL? (NH.),SO4; y 10 g L* D-glucosa
(CHOH)4CHO H,0 en agua de mar artificial estéril) fueron inoculados con 1 mL
de la suspensién de cada bacteria (1.2 x 10° UFC mL™). Los tubos se
incubaron por 24 h a 30° C con agitacion continua en un Shaker Rotisserie
LABQUAKE y se determind la concentracion de amonio utilizando el Kit
Ammonia NHs/NH," de Api®. La concentracion de 10 ppm de amonio se tomo
como referencia ya que es considerada letal en larvas de ostion Crassostrea

gigas (Xinyuan et al., 1985).

7.2.10 Evaluacion de la reduccion de amonio del consorcio probiotico y

determinacién de la dosis efectiva.

Con los resultados de las pruebas anteriores se selecciond una mezcla de
microorganismos compuestas por 16 cepas (bacterias: 26, 68.1, 139.1, 180,
A67 y A265; levaduras: 57, 65, 80, 93, 98, 175.2, 179.5 y 183) y se realizo

prueba de antagonismo entre ellas. Se probaron dos condiciones de
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temperatura T1 (27° C) y T2 (21° C), con 2 densidades celulares diferentes del
consorcio de cepas probiéticas D1 (2.7 x 108 UFC mL™) y D2 (2.7 x 10" UFC
mL™) y dos mezclas M1 (16 cepas) y M2 (14 cepas, en esta se excluyeron 2
cepas por presentar antagonismos a 8 cepas del consorcio). Se utilizé el mismo
medio de prueba que en las condiciones de cultivo descritas en el apartado
anterior. Para determinar la dosis efectiva en UFC mL™, se manejaron 5 dosis
de la mezcla probidtica ajustadas con base a volumen (50, 100, 300, 700 y
1000 pL)

7.4 Efecto de la aplicacién de probiéticos en la supervivencia y

crecimiento del cultivo larvario de Crassostrea gigas a nivel piloto.

Este experimento se llevo a cabo en las instalaciones de produccién de ostidn
Acuacultura Robles, S. A. de C. V, donde se utilizaron tanques de fibra de
vidrio con 70 L de agua de mar filtrada, provistos de aireaciéon, a una densidad
inicial de siembra de 10 larvas mL™, estos fueron alimentados diariamente con
Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en una relacion 1:1 se mantuvieron
densidades de 70 mil células mL™, se evaluaron por triplicado tres tratamientos
de una mezcla probiética (Dosis 1=7.2 x 10* UFC-mL™?, Dosis 2=7.2 x 10°
UFC-mL™ y Dosis 3=7.2 x 10° UFC-mL"1) y un control sin probidtico. Se aplicé
una mezcla (cada tercer dia), compuesta por las cepas que presentaron los
mejores resultados en supervivencia in vitro (4 bacterias: 180, 139.1, 68,1 y
184 y por 5 levaduras 80, 98, 93, 183 y 57). Diariamente se evalud la
supervivencia, temperatura, pH, salinidad, cada tercer dia se evalu6 el
crecimiento capturando fotografias con un microscopio Laboremed Digi pro 4.0

y se utilizé el programa Sigma Scan Pro 5 para realizar las mediciones.

7.5 ldentificacion de las cepas mediante técnicas moleculares.
7.5.1 Aislamiento del ADN

Se realiz6 una resiembra masiva en placa de las cepas puras para la obtencion
de biomasa, cada una de ellas se coloco en tubos eppendorf con 500 pL de
buffer TE pH 8.0, 30 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% y 5 yL de
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proteinasa K (20 mg mL™) se agitaron en un vortex y se incubaron durante una
hora a 37° C. Transcurrido este tiempo se adicionaron 100 yL de NaCl 5M y 80
ML de una solucién de bromuro de cetiltrimetil amonio en cloruro de sodio
(CTAB/NaCl), se mezclé por inversion e incubando por 10 min a 65° C.
Posteriormente, se agreg6 un volumen de fenol: cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), se agitaron en vortex hasta obtener una solucion lechosa, se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 24° C, el sobrenadante se recupero y
se transfirid a tubos eppendorf de 1.5 mL estériles. Se realizé una segunda
extraccion con un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
mezclandose por inversion. Los tubos se centrifugaron a 14000 rpm por 5 min a
4° C. La fase acuosa se recupero y la precipitacion del ADN se llevo a cabo con
la adiciéon 0.6 volumenes de isopropanol preenfriado a -20° C. Los tubos se
incubaron a -20° C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de incubacion
los tubos se centrifugaron a 14000 rpm por 20 min a 4° C. Los botones
resultantes (presuntivamente de ADN) se lavaron con etanol al 70%
preenfriado a -20° C y se centrifugaron nuevamente, el proceso se realiz6 en
dos ocasiones. Los botones se dejaron secar al aire y se re-suspendieron en
100 uL de TE pH 8.0 adicionandoles 1 uL de RNAsa (1ug pL™). Los tubos se
incubaron en un bafio maria a 37° C por 1 h. Se realizé una segunda extraccion
con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) para eliminar la RNAsa se
siguié el procedimiento mencionado anteriormente. Posteriormente, el ADN se
observo en geles de agarosa al 1% tefiidos con SYBR GOLD y buffer TBE bajo
luz ultravioleta y se documentaron (Sambrook & Russell, 2001; Ausubel et al.,
2002).

7.5.2 Amplificacion de ADN mediante PCR

El ADN de las bacterias se amplific6 mediante PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) mediante el wuso de los oligonucleétidos 27 F
GAGTTTGATCCTGGCTCA y 1385 R CGGTGTGTRCAAGGCCC, para las
levaduras los oligonucledtidos utilizados fueron NL1 F
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG y NL4 R GGTCCGTGTTTCAAGACGG.
La reaccion de amplificacion contenia 50 ng de ADN, 0.25 uyM de cada
oligonucledtido, 5 uL de buffer PCR 10X, 2 yL de MgSQOy4, 10 mM de dNTP"s,
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1.5 U de Taq polimerasa y agua destilada estéril para tener un volumen final de
50 pL. Las reacciones se amplificaron en un termociclador BIO-RAD MJMini®
apéndice lll. Los productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 1%,
de cada reaccion se tomaron 2.0 yL y se mezclaron con 1 yL de buffer de
carga + 1 pyL Red Gel (LB) (Sambrook & Russell 2001). La electroforesis se
corrié a 70 V durante 30 min. Los resultados se observaron bajo luz ultravioleta
en un fotodocumentador BIODOC-IT

7.5.3 Secuenciacion

Los productos PCR fueron enviados a la empresa MACROGEN (Corea) para la
secuenciacion. Las secuencias se analizaron y editaron en el programa
GENEDOC, Posteriormente se efectuaron los analisis de alineamiento Blast
entre las secuencias obtenidas y las publicadas en el NCBI (por sus siglas en
inglés, National Center for Biotechnology Information;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

7.6 Andlisis estadisticos

Se realizaron pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnoff y homocedasticidad
de los datos; en los casos en que se cumplieron ambos supuestos, los datos
fueron analizados mediante Analisis de varianza, de lo contrario, se realizo el
andlisis no paramétrico Kruskal-Wallis usando el programa Statistica®. Para
detectar el tratamiento o los tratamientos que presentaron diferencias

significativas, se aplicé una prueba de Tukey o Dunnet.
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8 RESULTADOS

8.1 Aislamiento de microorganismos

Se aislaron y purificaron un total de 202 cepas, el 60% fue aislado de moluscos,
el 25% fue de peces, el 6% fue de crustaceo y el 9% fue de sedimento figura 1.
En total se purificaron 113 cepas Gram positivas, 71 Gram negativas que
fueron descartadas y 18 levaduras (Apéndice 1V). En la Tabla 1 se muestra un

resumen de las morfologias de dichas cepas.

Tabla I. Morfologia celular y tincion de Gram de las colonias aisladas.

Morfologia celular  Gram + Gram - Levaduras  Total

Bacilos 68 60 128
Cocos 32 6 38
Diplococos 11 4 15
Filamentosas 2 1 3
18 18
113 71 18 202
sedimento beces

crustaceos 9%

6% - = 25%
(]

Figura 1. Porcentaje del origen de las cepas aisladas

18



8.2 Caracterizacion de las cepas aisladas.
8.2.1 Produccién de exoenzimas

8.2.1.1 Produccion de hemolisinas

El 60.8% de las cepas evaluadas (Gram + y levaduras), presentaron hemdlisis
alfa y beta, con lisis total y parcial (Figura 2). De las cepas que presentaron
hemolisis alfa y beta el 72% fue aislado de moluscos, el 24% de peces, 2% de
crustaceos y el 2% de sedimento (Figura 3). Para el presente estudio, estas
cepas fueron descartadas y las restantes (64 cepas) fueron evaluadas por su
potencial probiotico, de las cuales 52% fueron aisladas de moluscos, 13% de
peces, 33% de sedimento y el 2% de crustaceos (Figura 4); Se descartaron

tres cepas mas, ya que perdieron viabilidad.

" Hemélisis -
39,1%

Figura 2. Composicion porcentual de cepas con hemolisis positiva (alfa y

beta) y cepas con hemdalisis negativa (gama).
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Sedimento
Crustaceos

Figura 3. Origen de las cepas alfa y beta hemoliticas aisladas en el presente

estudio

Peces
sedimento 13%

Figura 4. Origen de las cepas gama hemoliticas aisladas en el presente

estudio.

8.2.1.2 Produccién de amilasa, proteasay lipasa

Para esta prueba 17 cepas mostraron actividad a amilasa, 20 cepas a la
proteasa y 19 a la lipasa. En figura 5 se muestran los porcentajes de actividad
para cada enzima. A 7 cepas no se les determinaron estas actividades porque
perdieron viabilidad.
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35 4

25 4
20 A

15 A

Porcentaje de las cepas

Amilasa Lipasa Proteasa

Enzimas

Figura 5. Porcentajes de las cepas que presentaron actividad amiolitica,

proteolitica y lipolitica en el presente estudio.

8.2.3 Tolerancia a acidez

Todas las levaduras (14 cepas) y 14 cepas de bacterias mostraron una amplia
tolerancia a condiciones de pH &cido (rango de 2 a 7), 21 cepas bacterianas
mantuvieron su viabilidad en un rango de 3 a 6 de pH y 12 cepas bacterianas
en el rango de 4 a 7 de pH. En la figura 6 se muestran los porcentajes de las
cepas que fueron viables al exponerlas a cada una de las condiciones de pH y
en el apendice V se muestran a detalle los resultados para cada una de las

cepas probadas.
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pH 2-7 pH 3-7 pH 4-7
Rangos de pH

Figura 6. Porcentaje de las cepas con crecimiento en las diferentes

condiciones de pH.

8.2.4 Actividad antimicrobiana

La cepa 185.2 mostré antagonismo contra las cuatro cepas de vibrios, con una
aparente mayor actividad en contra de V. harveyi de acuerdo al halo de
inhibicién. Con el resto de las cepas probadas no se generaron halos de
inhibicion, por lo que se consideraron negativas para la actividad

antimicrobiana tabla Il.

Tabla Il. Didmetro de los halos de inhibicion que generd la cepa 185.2 sobre

diferentes especies de vibrios evaluados.

Cepa V. harveyi V.alginolyticus V. campbellii V. parahaemolyticus
EC11 ATCC CcvC ATCC-17802
185.2 12 mm 2 mm 3 mm 4 mm

8.2.5 Hidrofobicidad

En esta prueba el 71% de las cepas fueron no hidrofobicas, el 27%
moderadamente hidrofébicas y el 2% altamente hidrofébicas. En la tabla 11l se

muestran los resultados de hidrofobicidad de cada una de las cepas evaluadas.
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Tabla Ill. Porcentajes de hidrofobicidad de cepas potencialmente probidticas

aisladas de diferentes fuentes (Datos media + desviacion estandar) (nh=No

hidrofébica).

Cepa

% de

hidrofobicidad

Hidrofobicidad

6
10
15

16.1
16.2
26
32.2
58
67
68.1
68.2
72,17
72,1 N
139.1
170
171
172.2
180
181
184
185.2
188
57
65
80
86
89
91
93
98
175.2
179.2
183
AG5

A66

A67

A99
Al129
A219

20.8+2.1
6.7+55
3.1+1.8
1.7+04
34.0+5.3
20+x14
80.1+3.6
99+3.8
10.2+8.5
7.5%£55
09+0
12.7 +7.9
31.1+5.3
26.5+1.8
22+x20
14.6 + 6.6
8.6+21
13.9+4.7
1.8+04
10.1+6.4
23+28
330
14.0+ 10.1
415+1
10.2+5.3
16.7 £11.7
143+25
119+11
268+14
19.0+5
214+1.38
45+3.8
51+x15

206+75
0.7+1

16+0.2

6.5+4.9
19.0+5.9

23377

Moderada

nh

nh

nh
Moderada

nh

Alta

nh

nh

nh

nh

nh
Moderada
Moderada

nh

nh

nh

nh

nh

nh

nh

nh

nh
Moderada

nh

nh

nh

nh
Moderada

nh
Moderada

nh

nh
Moderada

nh

nh

nh

nh
Moderada
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A221 21.0+16.7 Moderada

A254 14+0 nh
A260 38.8+9.9 Moderada
A265 2.3+0.9 nh
A308 26.9 +5.6 Moderada

8.2.6 Perfil del uso de fuentes de carbono

Las bacterias evaluadas fueron positivas al uso de Adonitol, N-Acetil-D-
glucosamina, Gentiobiosa, D-Mannitol, D-Psicosa, D-Sorbitol, D-Raffinosa,
Acido y-Hidroxibutirico, D-Galactosa, Glicogeno, m-Inositol, Acido Itacénico,
Acido D,L-LActico, L-Arabinosa, Maltosa, Acido a-ketobutirico, Acid y-Amino
Butirico, L-Fucosa, Acido Férmico, L-Asparagina, Acido L-Aspartico, Lactulosa,
L-Rhamnosa, Acido citrico, Acido a-hidroxibutirico, D-Alanina, L-Prolina, Tween
40, D-Arabitol, a-D-Glucosa, Sucrosa, Acido succinico mono-metil-ester, L-
Alaninamida, L-Alanilglicina, Timidina, 2-Aminoetanol y fueron negativas al uso
de Acido D-Glucurénico, a-Cyclodextrina, Acido D-Sacarico, L-Treonina, D,L-
Carnitina, Putrescina, Dextrina, N-Acetil-D-Galactosamina, B-Metil-D-Glucosida,
Acido cis-aconitico, Acido p-Hidroxi Penilacético, Acido Quinico, Acido
Sebécico, Acido Bromosuccinico, Acido Succinamico, Acido L-Glutamico, L-
Histidina, Tween 80, D-celobiosa, D-Trehalosa, Turanosa, Xylitol, Acido
Piravico Metil-ester. Se obtuvieron resultados variables con I-Eritritol, acido D-
Gluconico y el Acido a-Keto Valérico. En la Tabla IV se muestran los codigos

de la actividad registrados para cada una de las cepas probadas.

Tabla 1lIV. Cddigos obtenidos para la asimilacion de diferentes fuentes de

carbono de cada una de las cepas en las plagas de Biolog GP2.

CEPA CLAVE

26 07700303450443047114777777747354
68.1 06476357777757275546065604047316
139.1 67777377777777273206767777767737
180 43634302470212200000000000000000
184 01005312531247201100004000047100
185.2 00000202450001046000444000040000
AG7 00600710000003070414033006200077
A265 63674350473051376476647067547710
57 00600632471044054000000000000000
65 01674777550440046500002040000000
80 00610677041000000000000000000000
93 01610303440000002400003000000000
98 01610102410000000000000000000000
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175.2 00600003000000004000000000000000
179.2 03676677477547074571033045450071
184 01005312531247201100004000047100

8.2.7 Evaluacién de la produccion de enzimas extracelulares

Con la galeria Api Zym se determiné que las cepas 65 y 80 fueron las de mayor
actividad a 15 enzimas de 19 enzimas a las cuales fueron evaluadas, las cepas
184 y 139.1 mostraron actividad a 14 y 13 enzimas respetivamente, las cepas
93 y 98 mostraron actividad a 12 enzimas, las cepas 68.1, 57 y 183 mostraron
actividad a 11 enzimas, las cepas 26, A265 y 175.2 mostraron actividad a 10
enzimas, las cepas 180 y A67 mostraron actividad a 9 enzimas y por ultimo las
cepas 185.2 y 179.2 mostraron actividad a 7 enzimas, en el apéndice VI se
pueden observar los resultados de cada cepa. Esta evaluacion mostroé que la
enzima leucina arilamidasa fue la de mayor actividad, seguidas de la fosfatasa
acida, a fosfatasa alcalina y esterasa. En la figura 7 se muestran las diferentes

actividades de las enzimas con la galeria Api Zym.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 -
O_

% de los tipos de actividad enzimatica

68 N >d.V A DA D DD DN D
VTR RO AP PPN
FF TR PPUNPNINS

Cepas probidticas

Figura 7. Porcentaje de los tipos de actividad enzimatica evaluada con la

galeria Api Zym para cada una de las cepas probidticas seleccionadas.
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8.2.8 Desafio en larvas de ostion

En el control (sin bacterias) se obtuvo un promedio supervivencia de 89.8% con
rango maximo y minimo de 94.4% y 84.4% respectivamente, de las 61 cepas
gue se probaron, el 29% (18 cepas) tuvo un efecto aparentemente adverso en
la supervivencia larval ya que se registraron supervivencias menores a las del
control, mientras que con el resto de las cepas (43 cepas) se obtuvo un efecto
benéfico, 21 cepas registraron porcentajes mayores al 95% de supervivencia, y
7 cepas se registraron supervivencias del 100 % de las larvas. En la tabla V se
muestran los porcentajes promedio de supervivencia + desviacion estandar
para cada cepa evaluada, al realizar las pruebas post-hoc Dunnet se encontré

dos cepas significativamente diferentes con una p>0.05 (A254 y A250).

Tabla IV. Supervivencia de larvas de ostion japonés (Crasosstrea gigas) al ser
expuesto a diferentes cepas potencialmente probibticas (datos = promedio +
desviacién estandar n=3, y valores de significancia obtenidos de Dunnet de

cada cepa contra el control sin bacterias).

% Superv. % Superv.

Cepa Ppromedio p Cepa Promedio p
180 100+ 0 0.516549 1852 91.6+57 0.999761
184 100+ 0 0.516549 170 90+ 10 0.628440
93 100+ 0 1.000000 58 90+0 0.945203
65 100+ 0 1.000000 A265 90+ 8.6 0.999064
80 100+ 0 0.625570 Control 89.8700
98 100+ 0 0.625570 49 88.3+10.4 0.999906
68.1 100+ 0 0.689450 27 88.3%11.5 0.783664
57 98.3+2.8 0.903048 6 88.3+5.7 0.999610
322 98.3+2.8 0.903048 85 86.6+7.6 0.983490
86 98.3+2.8 0.903048 A250a 86.6+7.6 0.859852
89 98.3+2.8 0.903048 Al66 85+13.2  0.328362

721 T 98.3+28 0.477988 A305 85+13.2 0.636809
16.2 98.3+2.8 0.975177 A219 85+13.2 0.999916
183 98.3+2.8 0.542009 A222 833+£7.6 0.732519

A308 98.3+28 0.913473 169 83.3+104
91 96.6 +2.8 0.359686 175.2 83.3+2.8 0.999999
A67 96.6+57 0.998540 179.2 83.3+5.7 1.000000
15 96.6 +2.8 0.999852 168 80+21.7 0.632108
26 95+ 8.6 0.786735 A263b 78.3+10.4 0.125531
139 95+5 0.999855 177.2 76.6+7.6 0.895372

A260 95+5 0.994420 722T 75+£17.3 0.477988

172.2 93.3+x2.8 0.963782 A210 755 0.451100
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A66 93.3+2.8  0.999955 1862 73.3+16  0.720608

720N 93.3+28  0.999955 10 66.6+57.7 0.998813
721N 93.3+28 0.999955 67 63.3+50.5 0.442093
A129 93.3+5.7 0.988325 A308 61.6%18.9 0.986761
A65 93.3%11.5 0.999768 A254 53.3+425 0.040624
A221 93.3+11.5 0.999991 171 41.6+40.1 0.105856
161 91.6+7.6 0.764156 A99  40+15  0.428430
682 91.6+2.8 0.494416 A94.1 33.3%152 0.215739
188 91.6+2.8 0.998907 A250 25+43.3  0.004590

8.2.9 Produccion de toxinas
8.2.9.1 Efecto en nauplios de artemia franciscana

Con agua de mar (blanco), PBS (control negativo) y con SDS (control positivo)
se registraron supervivencias de 83%, 80% y 52% respectivamente. Con los
productos extracelulares de la mayoria de las cepas (73%) se observé una
disminucién en la supervivencia de artemia respecto al blanco; mientras que
con el 24.5% de las cepas (3 bacterias y 13 levaduras), la supervivencia de
artemia no fue afectada y no se encontraron diferencias significativas respecto

al control negativo y blanco (Fig. 8).

140
120
100

80

60

% de Supervivencia

40

20

98 179.2 80 CTRL 175.2 86 183 A308
57 177.2 89 186.2 65 91 16.2 A254

Cepas

Figura 8. Efecto de los productos extracelulares de diferentes cepas de
bacterias y levaduras en la supervivencia de nauplios de Artemia franciscana.

Los datos son la media y desviacién estandar (n=3).
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% de Supervivencia

8.2.9.2 Efecto en larvas de ostion

Con el 89% de las cepas (46 cepas son bacterias y 8 levaduras) se observé
una reduccion en la supervivencia de las larvas de ostion, por debajo del rango
inferior del control (78.9% de supervivencia). El 11% de las cepas tuvo efecto
aparentemente positivo sobre la supervivencia, por arriba del rango inferior del
control, de las cuales 1 es bacterias y 6 son levaduras, el ANOVA mostré

diferencias significativas con una p<0.05 con el control (Fig. 9).

140
120
100
80
60
40

20

98 179.2 80 CTRL 175.2 86 183 A308
57 177.2 89 186.2 65 91 16.2

Cepas

Figura 9. Efecto de los productos extracelulares de diferentes cepas de
bacterias y levaduras en la supervivencia de ostion Crassostrea gigas. Los

datos son la media y desviacion estandar (n=3).

8.2.10 Asimilacién de amonio

Con el 15% de las cepas probadas se observd una reduccion completa en la
concentracion de amonio (hasta O ppm), de éstas 5 corresponden a bacterias y
3 a levaduras; con el 26% de las cepas redujo a 2,5 ppm de NH4', que
corresponde 9 bacterias y 5 levaduras; el 31% de las cepas redujo a 5 ppm de
NH,*, que corresponde a 14 bacterias y 3 levaduras; el 17% de las cepas
redujo a 7,5 ppm de NH,4" que corresponde a 8 bacterias y 1 levadura y con el
11% no se observé efecto ya que a las 24 h quedd en la misma concentracion
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de amonio (10 ppm NH;") y correspondié a 6 bacterias. Con el resultado de
ésta prueba y con el resultado de las demés evaluaciones se seleccionaron 16
cepas con mayor actividad en reducir el NH4" (Figura 10). En esta prueba 6
cepas perdieron viabilidad por lo cual no se evaluaron, en la tabla VI se

muestran los resultados de esta prueba.

35 ~

25 -
o
2 20 -
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3 15 -
®
10
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0
0 2.5 5 7.5 10

Concentracion de NH, (ppm)

Figura 10. Porcentaje de cepas probidticas que reducen NH," en diferente

magnitud.

Tabla VI. Concentracion final de amonio en la prueba de la asimilacién para

diferentes cepas potencialmente probidticas, concentracién inicial fue de 10

ppm.

CEPA NH," CEPA NH,"
(Clave)

6 5 85 5
10 2.5 86 25
15 25 89 25
16.1 5 91 25
16.2 5 93 5
26 0 98 5
27 7.5 175.2 0
32.2 2.5 177.2 25
49 7.5 179.2 0
58 7.5 183 0
67 7.5 186.2 n/d
68.1 5 A65 7.5
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68.2 10 A66 5

72,1 T 10 A67 5
72,1 N 10 A94.1 n/d
722T 7.5 A99 5
72,2 N 10 A129 3.5
139.1 0 A166 n/d
168 10 A210 5
169 2.5 A219 5
170 2.5 A221 5
171 5 A222 5
172.2 2.5 A250 0
180 0 A250a n/d
181 5 A254 2.5
184 5 A260 10
185.2 7.5 A 263b 2.5
188 n/d A265 0
57 0 A305 7.5
65 2.5 A308 n/d

80 7.5

8.3 Evaluacién de la mezcla probidtica
8.3.1 Antagonismos entre las cepas

Se analizaron todos los resultados evaluados y se conform6 un consorcio de
microorganismos de 16 cepas compuestos de 8 bacterias y 8 levaduras, las
caracteristicas de éstas se observan en la tabla VII. En la prueba de
antagonismo entre las cepas seleccionadas mostrdé que dos cepas de bacterias
presentaban antagonismo, cepa 139.1 (13 mm) que inhibe el crecimiento de las
cepas 185.2, 80 68.1, 180, A265, 26 y 184 y la cepa 185.2 (4 mm) que inhibe el
crecimiento a la 93, 184, A67 y A265.

8.3.2 Evaluacion de la reduccién de amonio del consorcio probidtico en

tanques de cultivo y determinacion de la dosis efectiva

El resultado de la ANOVA mostro diferencias significativas entre los
tratamientos con una p<0.05, mostré6 que la condicibn 2 a 27°C fue mas
efectiva, la dosis efectiva fue la DI (2.7 x 108 UFC mL™) y entre las mezclas no

hubo diferencia significativa (Fig. 11).
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Figura 11. Concentracion final de amonio en la prueba de la asimilacion de
amonio para diferentes cepas potencialmente probidticas, la concentraciéon
inicial fue de 10 ppm a concentracion (DI y DIl), mezcla (M1y M2) y condicién

C1l () y C2 (mm). Los datos son la media y desviacion estandar n=3
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Tabla VI. Caracterizacion de las cepas que conforman el consorcio probiotico.

%

Cepa  Organismo Caracteristicas Tamafio ym  Hemolisis Amilasa Lipasa Proteasa pH supervivencia Hidrofobicidad NH, 10
celulares o ppm
Reto c/ostion
og ~ Rhinobatos cocos 1 3a6 93.3 No 0
productus
Megapitaria .
68,1 squalida Bacilos cortos 2.5,x0.7 3a6 100 No 5
Crassotrea Bacilos muy
139,1 gigas delgados 2x0.8 3a6 95 Moderadamente 0
180 Pinna rugosa Filamentosa 1 2a6 100 No 0
184 Pinna rugosa Bacilos muy 2x0.7 3ab6 100 No 5
delgados
SEDIMENTO .
A265 MARINO Diplococos 1 3ab 90 No 0
SEDIMENTO .
A67 MARINO Bacilo delgado 1.2x0.5 3a6 96 No 5
185,2 Pinna Rugosa Cocos 1.8 3a6 91 No 7.5
Megapitaria 4x2.5, 5x1.8,
57 squalida Levaduras o%1.2 2a6 98 No 0
65 Megaplltarla Levadura de diferentes formas 2a6 100 Moderadamente 25
squalida
80 Anadara Levadura 2x3, 1.8x1, 2a6 100 No 7.5
tuberculosa 3.1x2
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93

98

175,2

179,2

183

Anadara
tuberculosa

Anadara
tuberculosa

Pinna rugosa
Pinna rugosa

Pinna rugosa

Levaduras

Levadura

Levadura

Levadura

Levadura

5x2, 3.6x2, 6x2

3.2x2, 3.8x1.9,
2.5x1.2

3.3x2

3x2.2

4x3.5

2a6

2a6

2a6

2a6

2a6

100

100

83.3

83.3

98.3

Moderadamente

No

No

No

No
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8.3.3 Evaluacién a nivel piloto de la supervivencia y crecimiento en el

cultivo larvario de Crassostrea gigas con el uso de un consorcio probiético

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de supervivencia
de las larvas de ostion expuestas a las diferentes dosis del consorcio probidético

(P>0.05) respecto al control (Fig. 12).

75

% Supervivencia

70 |
65 |
60 |
55 |
50 |
45 |
40 |
35 |
30

control Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3

Tratamientos

Figura 12. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de un consorcio
microbiano probibtico en la supervivencia de larvas de ostibn Crassostrea
gigas. Dosis 1=7.2 x 10* UFC-mL™, Dosis 2=7.2 x 10°> UFC-mL™ y Dosis 3=7.2

x 10° UFC-mL™, los datos son la media y desviacién estandar (n=3).
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En el crecimiento se encontraron diferencias significativas (P<0.05) con la dosis
mas alta de probidticos y no se encontraron diferencias significativas con las

dosis baja e intermedia (Fig. 13)

184 ¢
182
180 |
178
€
= 176
o
S
e 174 ¢
©
2172}
o
-
170
168 |
166 |
164
control Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Tratamientos

Figura 13. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de un consorcio
microbiano probidtico en el crecimiento (ancho de la concha um) de larvas de
ostion Crassostrea gigas. Dosis 1=7.2 x 10* UFC-mL™, Dosis 2=7.2 x 10°
UFC-mL™ y Dosis 3=7.2 x 10° UFC-mL™. Los datos son la media y desviacion

estandar (n=3).

8.4 ldentificacion molecular de las cepas.

En la figura 14 se muestran las bandas de ADN a) bacterias y b) levaduras y la
figura 15 se observan los productos de PCR a) bacterias y b) levaduras de las
cepas que conformaron el consorcio probidtico. Se observa que el protocolo
seguido fue efectivo para amplificar parcialmente la regién 16s de las cepas

para bacterias y la region 18S para levaduras.
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26 68.1 139.1 180 184 185.2 A67 A265 57 65 80 93 98 183 175.2179.2

11111111 1111111

Figura 14. Geles de agarosa teflidos con SYBR Gold en donde se muestra el

ADN extraido de las bacterias (a) y levaduras (b).
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Figura 15. Geles de agarosa teflidos con SYBR Gold con las bandas de los
productos PCR de bacterias (a) y levaduras (b).
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Con base en las secuencias de ADN obtenidas se realizd un andlisis
filogenético usando el método del vecino cercano (Satoui & Nei, 1987; Tamura
et al., 2004), para inferir las relaciones evolutivas entre secuencias, las cepas
de Dbacterias fueron identificadas como Bacillus licheniformis (139.1),
Staphylococus epidermis (185.2), Bacillus sp. (68.1), Bacillus sp. (180),
Nitratireductor (A67), Kocuria palustris (A265), Kocuria rhizophila (26),
Cellulomonas (184), se utilizd6 Esquerichia coli como grupo control y se
muestran en la figura 16 arbol de maxima verosimilitud. Para levaduras fueron
Rhodotorula mucilaginosa (183), Rhodotorula mucilaginosa (179.2),
Rhodotorula mucilaginosa (175.2), Thricosporon asahii (65), Thricosporon
asahii (93), Candida parapsilosis (57), Candida parapsilosis (80), Candida
parapsilosis (98), se utiliz6 a Saccharomyces cereviciae como grupo control y

en figura 17 se muestra arbol de maxima verosimilitud.
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S epidermidis KM236692.1
M Cepa 1852
S epidermidis KM217569.1
S epidermidis KM209364.1
S equorum KJ939487 .1
S equorum KJ862003.1
S equorum JF798362.1
M Cepa A265
Bacillus sp JX981915.1
B licheniformis HM006901.1
B licheniformis HQ634209.1
M Cepa 139 1
Bacillus sp EU847311.1
B endophyticus KF311082.1
M Cepa 180
Ml Cepa 681
T goriensis NR 043895.1
T saccharophilus JX860196.1
Bacterium JN699107.1
Nitratireductor2 sp KC689816.1
Nitratireductor3 sp JQ716222.1
Nitratireductor sp HG780370.1
M Cepa A67
K rhizophila AB274746.1
M Cepa 26
Kocuria sp JQ861982.1
C denwerensis EU834248.1
Cellulomonas sp AM403591.1
M Cepa 184
Cellulomonas sp KC337106.1

E coli

005

Figura 16. Arbol de maxima verosimilitud obtenido con las secuencias
parciales del gen 16S rDNA de las bacterias seleccionadas para un consorcio

microbiano probiético para el cultivo de ostion.
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R mucilaginosal KJ756738.1
R mucilaginosa2 KF646212.1
A Cepa 183

R mucilaginosa3 KJ756752.1
A Cepa179.2

R mucilaginosa3 EU359824 .1
R mucilaginosaz EU807914.1
R mucilaginosal EU837076.1
A Cepa175.2

R mucilaginosa3 JQB672604 .1

' R mucilaginosaz KP233784.1

R mucilaginosal KF811424.1
T owides HEGB0084.1
A Cepa 65

L T asahii FJ432623.1

A Cepa 80

T asahii1 FJ463631.1

T. faecale AF105395.1
{ T asteroides AB492251.1
A Cepa 57
C parapsilosis EF643583.1
Candida sp FJ794973.1
C parapsilosis1 EUB05804.1
C parapsilosis2 EU807901.1

C parapsilosis3 FJ432627 1
A Cepa 93

A Cepa 98

C parapsilosis1 FJ483899.1
C parapsilosis2 EU605798.1
C parapsilosis KJ549639.1

(C parapsilosis3 FJ483909.1

S cerevisiae

0.1

Basidiomycete AY242296.1

Figura 17. Arbol de méaxima verosimilitud obtenido con las secuencias

parciales del gen 18S rDNA de las levaduras seleccionadas para un consorcio

microbiano probidtico para el cultivo de ostion.
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9. DISCUSION

La evaluacion y caracterizacion de los microorganismos potencialmente
probidticos es un proceso laborioso pero importante y debe de realizarse con
base en su mecanismo de accién y el efecto producido sobre el hospedero al
cual se va aplicar. Dicho mecanismo puede circunscribirse al efecto inhibitorio
del crecimiento de agentes patégenos, competencia por nutrientes disponibles,
competencia por sitios de fijacion a nivel intestinal, actividad enzimatica,
beneficios nutricionales, mejora de la calidad del agua y por la estimulacién del
sistema inmunolégico. Estas funciones pueden actuar por si solas o
combinadas, ayudando a mantener a los organismos en un estado saludable
(Wang et al., 2008).

En el presente estudio, para seleccionar las cepas probioticas se tomaron las
siguientes consideraciones: se seleccionaron exclusivamente bacterias Gram-
positivas, y levaduras ya que en las Gram—negativas existen reportes de
transferencia de genes contra muchos antibiéticos y virulencia entre especies
patdgenas y no patogenas (Moriarty, 1999). También se consideraron
levaduras ya que contienen una gran cantidad de proteina y polisacaridos en
sus paredes, las cuales pueden actuar positivamente en el sistema inmune y
en la absorcion de nutrientes, ademas producen metabolitos nutritivos en el

tracto digestivo de los organismos que los consumen (Hill et al., 2006).

El mayor numero de cepas aisladas fue de los moluscos (59.9%), en
comparacion que de los peces (25.2%) y crustaceos (5.4%), esto nos indica de
la capacidad que tienen estos organismos por ser filtradores, ya que pueden
tener microbiota tanto endégena como exégena, de hecho el consorcio de
microorganismos que se selecciond es de origen de moluscos (tres cepas de
Megapitaria squalida, una de Crassostea gigas, seis de Pina rugosa, tres de
Anadara tuberculosa y dos de sedimento marino), excepto una cepa que fue
aislada del pez guitarra (Rhinobatos productus). Sin embargo, la microbiota
intestinal de los organismos acuaticos juega un papel importante e influye de
manera directa sobre la nutricion y salud de los animales, por lo que su

alteracion afecta el estatus fisiolégico de los organismos incluyendo la
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inmunidad, crecimiento, desarrollo general y la calidad final del producto. La
microbiota en animales acuaticos no existe como una entidad absoluta, sino
gue hay una interaccion constante entre el ambiente y el pez, de tal forma que
los peces y los microorganismos comparten el mismo ecosistema (Al-Harbi &
Uddin, 2005).

Se evaluaron también criterios de inocuidad como la produccién de
hemolisinas, descartando un 40.7% de las cepas aisladas. Se seleccionaron
solo y-hemoliticos por no presentar lisis, con esta prueba se puede asegurar
gue los organismos aislados no represente un riesgo a los que los consuman,
asi como lo menciona FAO/WHO 2002, Zamora-Rodriguez 2003, Leyva-
Madrigal et al., 2011 y Sanchez-Ortiz et al., 2015.

La produccion de enzimas extracelulares como lipasas y proteasas ayudan a la
nutricion del hospedero (Balcazar et al., 2006; Farzanfar, 2006; Moriarty, 1999),
aunque éstas enzimas estan reportadas como un factor de virulencia por
patogénos Quesada-Herrera et al., (2004), Las cepas seleccionada que
presentaron actividad a las lipasas fueron las cepas: Kocuria sp (26), Bacillus
sp (180), Cellulomonas sp (1849. Las cepas que presentaron actividad a la
lipasas fueron: Bacillus sp (68.1), Bacillus sp (180), Staphylococus epidermis
(185.2) y Rhodotorula mucilaginosa (175.2).

Como reguerimiento para que un microorganismos sea probidtico, es necesario
gue soporte condiciones acidas ya que el pH esta involucrado en el control del
sistema de transporte i6nico y esta relacionado con la permeabilidad de la
membrana celular (Booth, 1985). Por lo que en este consorcio las bacterias que
lo componen tienen un rango de crecimiento acido entre 3-6 de pH y las
levaduras presentan un rango de crecimiento acido de 2-6 de pH. Por lo que
Galtsoff (1964) menciona que para Crassostrea virginica el pH del estbmago

varia de 5.5 a 5.6, en el intestino medio de 5.5-6 y en el rectum de 5.8 -6.3.

La produccién de compuestos extracelulares fue reportada por Austin et al.,
2005 en un espectro muy amplio de organismos marinos como un indicador de

la virulencia de las cepas. En el presente estudio esta prueba resultd muy
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agresiva, el 73%de las cepas evaluadas mostraron un efecto negativo en la
supervivencia de Artemia con relacion al control, por lo que los productos
extracelulares también fueron evaluados en pruebas de reto con larvas de
ostiébn y mostro un efecto similar al de Artemia franciscana incluyendo actividad

de los productos extracelulares de las levaduras.

La hidrofobicidad también es considerada como factor de virulencia implicados
en el proceso de adhesién de la superficie celular (Blanco et al., 2010), sin
embargo también es un atributo que se busca en las cepas potencialmente
probidticas. Esta evaluacion solo con 3 cepas del consorcio seleccionado se
registr6 una moderada hidrofobicidad, una bacteria identificada como Bacillus
licheniformis y 2 levaduras identificadas como Thrichosporon asahii. Wang &
Han (2007) mencionan que las cepas que presentan esta caracteristica pueden
acceder mas rapidamente a los materiales solubles y a materia organica, esto
esta muy relacionado con procesos de biorremediacion y los Bacillus sp
muestran ésta caracteristica. En este sentido, se evalu6é la capacidad de
reducir amonio en los microorganismos aislados, ya que es una caracteristica
mas de los microorganismos probioticos. Sanchez-Ortiz et al., 2015, menciona
la habilidad del genero Bacillus sp de producir nitrito y nitrato usando glucosa y
cloruro de amonio como fuente de carbono y nitrdgeno respectivamente, esto
coincidié con las evaluaciones realizadas en este trabajo, pero con la utilizacién
de sulfato de amonio como fuente de nitrdgeno, ésta actividad coincide con las
cepas Bacillus sp (cepa 68.1), Bacillus sp (cepal80) y Bacillus licheniformis
(cepa 139.1).

La mayoria de los trabajos con probiéticos en moluscos estan dirigidos hacia el
control de las enfermedades incluyendo las causadas por V. tubiashii. (Gibson
et al. 2008), V. anguillarum (Riguelme et al. 1996), Vibrio coralliilyticus, V.
pectenicida y V. splendidus (Kesarcodi et al. 2012). También se han
considerado aspectos nutricionales como los que se reportan en Mayce &
Coyne (2005) quienes utilizaron cepas probioticas SS1, SY9 and AY1 a una
concentracion de 10’ UFC-g™ aisladas del mismo hospedero H. midae, en este
estudio, ellos reportan que la adicidbn de esas cepas probidticas promovio el

crecimiento, ademas de un efecto adverso contra Vibrio anguillarum. Prado et
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al. (2009) aislaron cepas del genero Phaeobacter (10° UFC mL™) de ostiones y
almejas contra los patégenos que comunmente afectan los cultivos de bivalvos
(Vibrio anguillarum USC-72, V. neptunius PP-145.98, y Vibrio sp. PP-203. Y en
un experimento piloto evaluaron 3 dosis de la mezcla probiética conformada
por cuatro bacterias identificadas molecularmente por gen 16S (Bacillus sp
68.1, Bacillus sp. 180, Bacillus licheniformis 139.1 y Cellulomonas sp 184) y
cinco levaduras identificadas por el 18S (Candida parapsilosis 80, Thricosporon
asahii 93, Candida parapsilosis 98, Candida parapsilosis 57 y Rhodotorula
mucilaginosa 183) todas de aisladas de moluscos. El origen del aislamiento de
cepas probiodticas es muy importante ya que este debe ser confiable, conocido
y dirigido hacia un objetivo, por lo que Duwat et al., (2000) sefala que los
microorganismos probidticos deben ser seleccionados de manera especifica de
los hospederos en los que se van aplicar, o que permite minimizar los efectos
provocados por las amplias diferencias entre los ambientes en los que se
desarrollan los organismos. Estas levaduras estan reportadas como patégenas
no es recomendable su uso en acuicultura. Sin embargo, su aplicacion en el
cultivo piloto mejor6 el crecimiento en comparacion con el control con la dosis
mas alta (7.2 x 10° UFC mL™), los resultados de supervivencia para este
tratamiento fue del 48%, considerando que la densidad de siembra comercial
es cinco veces mayor a la que comunmente usan es factible la utilizacion de los

probiéticos, ya que en menor tiempo cosecharan las larvas.
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10. CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados tienen propiedades probiéticas, ya que tienen
propiedades como: resistencia a acidez, producen enzimas que ayudan a la
digestion de los organismos que los consumen, mejoran la calidad del agua ya

que actuan sobre el amonio.

Las bacterias que conforman en consorcio (Bacillus sp. 68.1, Bacillus sp, 180
Bacillus licheniformis 139.1, Cellulomonas sp. 184 y Kocuria sp. 26) estan

reportadas como probiéticas para uso acuicola
Se encontrd que el consorcio seleccionado mejoré el crecimiento en el cultivo

larvario de Crassostrea gigas, sin embargo el uso de las levaduras no es

recomendado para uso acuicola debido a su patogeneidad.
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11. RECOMENDACIONES

Es conveniente que se experimenten nuevas tecnologias de produccion ya que
el manejo de los cultivos a altas densidades reduciria los costos de produccion,
como agua, energia y espacio, asi se reducird la entrada de patdgenos

oportunistas que causan grandes pérdidas en los cultivos de moluscos.

Este consorcio no es exclusivo para moluscos, también puede trabajar en otras
especies de cultivo como camarén y en peces, en el caso de camarén se
manejan sistemas hiper-intensivos donde se reflejan concentraciones de
amonio y este consorcio podria trabajar mejor y a su vez tendria beneficios

extras como biocontroladores de patdgenos, supervivencia y crecimiento.
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13. APENDICES

Apéndice |
Especies de organismos colectados para el aislamiento de
microorganismos y lugar de colecta.
Nombre comun Nombre cientifico Localidad

Totoaba

Mojarra mueluda

Boca dulce
Rubia
Bagre

Cabrilla arenera

Lenguado

Guitarra
Almeja chocolate

Almeja pata de mula

Almeja generosa

Larvas de ostién

Nauplios de camarén

Langosta

Totoaba macdonaldi

Calamus brachysomus

Micropogonias ectenes
Pronorus ruscarius
Bagre panamensis
Paralabrax
maculatofaciatus
Hippoglossina
tetrophtalma
Rhinobatis productus
Megapitaria squalida
Anadara tuberculosa

Panopea generosa

Crassotrea gigas

Penaeus vannamei

Panulirus inflatus

Juveniles de callo de Pinna rugosa

hacha

Sedimento marino

Cultivos en Bahia de
La Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Bahia de la Paz

Puerto Chale

El Mogote

San Buto, Bahia
Magdalena

Laboratorio  acuicola
Robles

Laboratorio de

produccién larvaria.
San Juan de la Costa

Bahia de la Paz

Punta Arena de Ila
Ventana, B.C.S.
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Apéndice Il
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Apéndice Il

Programa de amplificacion PCR

Para bacterias:

Desnaturalizacién

1 ciclo 95°C por 5 min.

Desnaturalizacion

30 ciclos a 94°C por 60 seqg.

Hibridacién

A 55°C por 60 seg.

Extension

A 72°C por 70 seg.

Extension final

A 72°C por 10 min.

Para levaduras:

Desnaturalizacion

1 ciclo 94°C por 2 min.

Desnaturalizacion

30 ciclos a 94°C por 30 seqg.

Hibridacion

A 54°C por 60 seg.

Extension

A 72°C por 60 seqg.

Extension final

A 72°C por 5 min.
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Apéndice IV

Microorganismos aislados

I - -

Levaduras

Gram — (descartadas)

MEDIO
DE
CULTIVO CARACTERISTICAS
CLAVE COLONIA ESPECIE AISLADO CARACTERISTICAS COLONIALES GRAM CELULARES
. h Col. Circular Pequefia cremosa. diplococos
1 3 Micropogonias ectenes  BHI -
. . Col. Circular Pequefia. bacilos
2 4 Micropogonias ectenes MRS q -
Col. Pequefia crecimiento irregular cocos
3 5 Pronorus ruscarius YPD blanca -
4 6 Pronorus ruscarius YPD con centro y bordeada alrededor. - cocos
Col. Crecimiento irregular con centro €0Ccos muy
5 7 Pronorus ruscarius YPD y borde ondulado - pequefios
- . Bacilos pequefios y
. Col. Crecimiento circular cremosa "
6 8 Pronorus ruscarius MRS - gorditos
Col. pequefia forma irregular con diplococos
7 9 Pronorus ruscarius MRS borde obscuro elevada - P
Col. Circular pequefia elevada color .
. - : diplococos
8 10 Pronorus ruscarius BHI amarillo canario p
Col. Pequefia amarillo huevo poco cocos
9 11 Pronorus ruscarius BHI elevada
10 12 Pronorus ruscarius BHI Col. Blanca pequefia circular cocos
Col. Pequefia circular Amarilla poco cocos
11 13 Pronorus ruscarius BHI elevada
12 14 Pronorus ruscarius BHI Col. Circular Mediana color aperlado cocos
Col. Amarillo huevo, crecimiento cocos
13 15 Pronorus ruscarius YPD irregular y tamafio mediano
Col. Pequefia circular amarillo .
. diplococos
14 16 Pronorus ruscarius BHI elevada p
Col. Madiana, cecimiento irregular cocos
15 17 Pronorus ruscarius YPD color amarillo claro
Col. Grande color crema con centro
mas blanco circular, borde bacilos
16 18 Bagre panamensis YPD transparente -
. Col. Pequeiia circular color crema cocos
17 19 Bagre panamensis YPD quena circu
Col. chica color crema con centro
mas blanco circular, borde cocos
18 20 Bagre panamensis YPD transparente -
Col. Peg-mediana circular con .
19 21 Bagre panamensis YPD centro blanco y borde transparente L posibles levaduras
. |. Medi |
20 22 Bagre panamensis YPD Col. Mediana blanca = cocos
) parece hongo, hifas
. Como Peluza Filamentosa y filamentos
21 25 Pronorus ruscarius YPD -
Col. Peg-mediana amarilla forma c0cos
22 26 Rhinobatis productus BHI irregular
Col. Pequefia amarillo huevo con .
. . P : diplococos
23 27 Rhinobatis productus BHI elevacion forma irregular ip
Col. Mediana con borde filamentosas celulas
transparente, centro cremoso poco moradas con vaina
24 28 Megapitaria squalida YPD elevada narnja
Col. Mediana-grande forma irregular Posibles levaduras
25 29 Megapitaria squalida YPD plana cremosa L
Col. Pequefia-mediana cremosa :
. - L Posibles levaduras
26 30 Bagre panamensis YPD brillante poco traslicida L
Col. Pequefia amarilla circular dinlococos. cocos
27 32 Pronorus ruscarius MRS brillante elevada P ’
Col. Mediana circular cremosa- :
. cocos medianos
28 33 Pronorus ruscarius MRS blanca '
Col. Mediana irregular cremosa- cocos medianos
29 34 Pronorus ruscarius MRS rosada
Col.grande crecimiento irregular
centro blanco, borde transparente Posibles levaduras
30 35 Megapitaria squalida YPD color cremosa L
Col. Grande irregular color cremosa bacilos
31 36 Megapitaria squalida YPD brillante pequefiisimos
- . Col. Mediana blanco cocos
32 37 Megapitaria squalida YPD -
. bacilos redondeados
- . Col. Mediana blanco
33 37.1 Megapitaria squalida YPD y anchos



34
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71

72

73
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38

39

40

41
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43
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46

47

48
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63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

Megapitaria squalida
Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida
Megapitaria squalida
Bagre panamensis

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Megapitaria squalida

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

YPD

YPD

YPD

YPD

BHI

BHI

BHI

BHI

MRS

MRS

MRS

MRS

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

BHI

BHI

BHI

YPD

BHI

BHI

BHI

BHI

MRS

MRS

MRS

MRS

Col. Irregular crecimiento expansivo

Col. Crecimiento expansivo amarillo
(mancha)

Col. Pequefia abundantes brillantes
transparentes cremosas

Col. pequefia amarilla circular.
Col. Mediana blanca

Col. Irregular transparente
Col. Pequefia amarillo huevo

Col. Expandidas en toda la placa

Col. Expandidas en una parte de la
placa

Col. Expandida

Col. Mediana blanca creando halo
de inhibicién de la colonia 47

Col. Grande amarilla irregular

Col. Pequefia amarilla circular

Col. Mediana circular blanca
brillante

Col. Mediana circular color cremosa.

Col. Irregular transparente

Col. Pequefia amarilla circular
brillante

Col. grande blanca
Col. Blanca mediana

Col. Mediana, crecimiento irregular

Col. Grandes, crecimeinto irregular
arrugada con borde cremoso

Col. Mediana crecimiento irregular
Col. Blanca cremosa

Col. poco amarilla

Col. Blanca, crecimiento irregular
con elevacion

Col. Pequefias crecmiento circular
translucido lechosa

Col. Pequefia amarilla crecimiento
circular

Col. Mediana crecimiento irregular

Col. grande crecimiento irregular

traslucida, crecimiento en capas,

ultima capa mas delgada y tenue

Col. Mediana amarilla crecimiento
irregular brillante

Col. Mediana traslucida irregular
Col. Blanca traslucida circular
mediana

Col. Pequefia-mediana circular color
aperlado

Col. Amarilla mediana irregular

Col. Mediana traslucida crecimiento
irregular

Col. Mediana amarilla traslucida

Col. Traslucida crecimiento irregular

Col. Con crecimiento expandido

Col. con crecimientomuy expandido

Col. Grande amarilla cremosa
circular

Col. Chica amarillo cremoso circular

| | | -'_ -I ) I'_ | I -'_ .I _I | I -I I I

diplococos
bacilos mediano

bacilos
Bacilos
pequefiisimos
mezclada

Cocos medianos

cocos medianos

Bacilos pequefios-
medianos

cocos medianos

bacilos medianos

bacilos
pequefiisimos
Bacilos pequefios-
medianos

Cocos pequefios-
mediano

Cocos pequefios
Cocos grandes
Cocos

Cocos

Cocos

Cocos medianos y
pequefios

Bacilos medianos
Cocos chicos
Posibles Levaduras
Bacilos gruesos

Bacilos

Bacilos muy
pequefios
Bacilos muy
pequefios

Bacilos medianos
posibles levaduras
Cocos grandes

posibles levaduras

Bacilos pequefios

Cocos medianos-
grandes

Bacilos largos
delgados puntas
redondeadas

Cocos y diplococos

Posibles levaduras

Cocos grandes y
medianos

Bacilos delgados
cortos y largos

Cocos parece
mezclada con
bacilos delgados

Bacilos delgados

Bacilos pequefios
cortos y gordos

Bacilos pequefios
cortos y gordos

Bacilos pequefios
largo-mediano

Cocos medianos y
algunos grandes
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78
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95

96

97

98

99
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101
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103
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105
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109
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111
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79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

111.2

112

113

114

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Megapitaria squalida

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa
Anadara tuberculosa

Anadara tuberculosa

Panopea abrupta

Panopea abrupta

Panopea abrupta

Panopea abrupta

Panopea abrupta

Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta
Panopea abrupta

Panopea abrupta

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

YPD

YPD

YPD

YPD

YPD

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

YPD

YPD

YPD

YPD

Col. Peg-mediana con centro
obscuro segundo crecimiento
transparente y borde obscuro
traslucido

Col. Mediana cremosa crecimiento
circular

Col. Grande con dos anillos de
crecimiento

Col. Grande cecimiento irregular
brillante color crema

Col. Crecimiento irregular con centro
denso

Col. Mediana amarilla circular

Col. Pequefia con centro pequefio y
borde transparente

Col. Pequefia circular color crema
brillante

Col. Expandida con borde traslucido

Col. Expandida con un parte mas
densa
Col. Pequefia con elevacién color
crema

Col. Expandida intermediamente

Col. Mediana circular brillante
lechosa

Col. Grande brillante lechosa

Col. Mediana circular con piquitos
(algodén arrugada)

Col. Expandida transparente

Col. Blanca mediana circular
brillante

Col. Grande irregular arrugado
lechosa

Col. Mediana con elevacién con
piquitos

Col. Peg-mediana circular cremosa
poca elevacion

Col. Grande con centro grueso y
anillo rugoso traslucido

Col. Mediana con centro grueso y
anillo rugoso chico

Col. Mediana circular brillante
aperlado

Col. Pequefia amarilla crecimiento
irregular

Col. Pequefia brillante crecimiento
irregular traslucido

Col. Mediana con doble anillo con
crecimiento irregular cremoso

Col. Grande brillante cremosa
crecimiento circular

Col. Mediana traslucida crecimiento
circular

Col. Muy grande borde traslucido
centro lechoso

Col. Traslucida crecimiento
expandido como olan

Col. Traslucida crecimiento
expandido como olan -anillo

Col. Mediana brillante circular color
crema

Col. Grande con centro y
crecimiento anillado borde traslucido
Col. Traslucida crecimiento
expandido como olan

Col. Brillante pequefia circular
traslucida lechosa

Col. Mediana-grande centro opaco
con anillo crecimiento irregular

Col. Pequefia circular traslucida

Levaduras como
bacilos gordos
puntas redondas y
algunos curveados

Levadura forma
como de semilla casi
circular, tifie en
morado

Bacilos pequefios
cortos

Bacilos
pequefiisimos
cortitos

Bacilos pequefios

Cocos pequefios
grandes y diplococos

Levaduras como
bacilos cortos y
largos gordos,
puntas redondeadas,
algunos bacilos
curveados (lev)
Levadura forma
como de semilla casi
circular

Bacilos cortitos y
pequefios

Bacilos pequefiitos

Posibles levaduras
Cocos muy
pequefios

Posible levadura
Bacilos redondeados
pequefios

Posible levadura
Bacilos redondeados
pequefios

Bacilos pequefios
delgados

Filamentos de forma
heterogenea

Bacilos pequefios
delgados

Posible levadura

Bacilos delgados
muy pequefios

Bacilos delgados
muy pequefios

Bacilos delgados
muy pequefios

Bacilos

extremadamente
delgados y pequefios

Bacilos pequefios y
redondeados

Bacilos pequefios y
redondeados
Bacilos medianos
redondeados

Bacilos pequenos
redondeados

Bacilos
Bacilos

Bacilos

Bacilos redondeados
grandes

Bacilos redondeados
medianos

Bacilos

Bacilos redondeados

Bacilos redondeados
pequefios
Bacilos redondeados
medianos
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Col. Traslucida cremosa crecimiento Bacilos redondeados
115 Panopea abrupta YPD irregular - medianos
Col. Pequefia traslucida centro

como punto y anillo de crecimiento Bacilos redondeados

116 Panopea abrupta YPD opaco - medianos
Col. Pequefia amarillo tenue Bacilos redondeados
117 Panopea abrupta YPD crecimiento irregular - medianos

. . . Bacilos redondeados
Col. Traslucida crecimiento irregular

118 Panopea abrupta YPD - pequefios
118.2 Panopea abrupta Col. Traslucida crecimiento irregular ) Bacilos redondeados
Col. Pequefia con centro y anillo Bacilos redondeados
119 Penaeus vannamei YPD traslucido, anillo opaco - pequefios
. Col. Pequefia irregular traslucido Ba0|los~ redondeados
120 Penaeus vannamei YPD - pequefios
Col. Pequefia irregular lechosa Bacilos redondeados
121 Penaeus vannamei YPD brillante - pequefios
Col. Pequefia-mediana circular - Cocos pequefios
122 Crassotrea gigas YPD brillante color aperlado
123 Crassotrea gigas YPD Col. Pequefia circular traslucida _ Bacilos pequefios
. : Cocos grandes y
124 Micropogonias ectenes  YPD Col. Mediana circular lechosa chicos
Col. Crecimiento irregular lechosa Bacuos_ redondeados
126 Panulirus inflatus BHI pequefios
o ) - Bacilos redondeados
127 Panulirus inflatus YPD Col. Pequefia-mediana brillante - pequefios
127.2 panulirus inflatus Col. Pequefia-mediana brillante ) Bacilos
128 panulirus inflatus YPD Col. Pequefia lechosa brillante ) Cocos
129 panulirus inflatus YPD Col. crecmiento de olan opaco ) Bacilos pequefios
130 panulirus inflatus YPD Col. Crecimiento expandido opoca ) Bailos
o Col. Crecimiento expandido Bacilos
131 Panulirus inflatus YPD traslucido -
132 panulirus inflatus YPD Col. Crecimiento expandido lechoso ) Bacilos
Col. Traslucida crecimiento Bacilos
133 Panopea abrupta MRS expandido como olan -
Col. Opaca crecimiento expandido Bacilos
134 Panopea abrupta MRS como olan -
Bacilos con ncucleos
pequefia, redonda, blanca muy pequefios y
135 Crassotrea gigas AM marcados
Col. Amarilla, grande, irregular como Bacilos delgados y
mancha con fluorescencia verde en chiquitos, en algunos
137 Crassotrea gigas AM el borde ncucleos definidos
colonia naranja intenso, crecimiento Bacilos iguales ala
138 Crassotrea gigas AM irregular, mediana anterior
Bacilos formando
colonia blanca, redonda y mediana cadenas como
139 Crassotrea gigas AM filamentos
colonia naranja tenue, redonda, un Bacilo cortos no muy
poco brillante delgados con
140 Crassotrea gigas AM nucleos definidos
colonia blanca traslcida, redonda y Bacilos pequefios
141 Crassotrea gigas AM mediana - delgados
colonia pequefia, naranja tenue, Bacilos muy
142 Crassotrea gigas AM cremosa y redonda ) delgados y pequefios
colonia pequefia, naranja tenue, Bacilos cortos no
143 Crassotrea gigas AM cremosa, billante y redonda muy delgados
Bacilos largos
colonia mediana blanca irregular algunos morados y
144 Crassotrea gigas AM algunos naranjas
colonia mediana, borde irregular y Bacilos cortos y
145 Crassotrea gigas TCBS circular delgados
colonia blanca traslcida, redonda y bacilo cortitio y
T146 Totoaba macdonaldi TSA mediana o gordito
colonia mediana, borde irregular y bacilo gordito y
T148 Totoaba macdonaldi YPD circular - delgado
Col. Opaca crecimiento expandido bacilo
T149 Totoaba macdonaldi YPD como olan 5
o . bacilo gordito y
T150 Totoaba macdonaldi YPD Col. Pequefia iegular traslucido cortito
Col. Brillante pequefia circular bacilo gordito y
T154 Totoaba macdonaldi MRS traslucida lechosa - delgado
Colonia muy pequefia circular,
brillosa, poca elevacién, color cocos
T544.2 Totoaba macdonaldi MRS naranja, traslGcida. -
colopia blanca traslicida, redonda y bacilo
T154.3 Totoaba macdonaldi MRS mediana -
colonia mediana, borde irregular y bacilo gordito y
T155 Totoaba macdonaldi MRS circular - delgado
Col. Opaca crecimiento expandido Diplococos
T159.1 Totoaba macdonaldi TSA como olan
Col. Brillante pequefia circular :
T159.2 Totoaba macdonaldi TSA traslucida Iecrﬁ)oga cocos y diplococos
Col. Circular mediana-grande,
brillante, algunas colonias bacilo

T160 Totoaba macdonaldi TSA pequeiiitas color aperlado cremoso. -



155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

186

187

188

189

T160.2

T160.3

T161

T162

T163

T164

T165

T166

T167

T167-2

167

168

170

171

173.2

175.2

177.2

178.1

178.2

179.2

180

181

183

184

185.2

186.2

188

Al166

AB5

AG6

A67

A94.1

A99

172.2

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi
Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa
Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa

Pinna rugosa
SEDIMENTO MARINO

SEDIMENTO MARINO

SEDIMENTO MARINO

SEDIMENTO MARINO

SEDIMENTO MARINO

SEDIMENTO MARINO

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

YPD

TSA

YPD

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

PDA

PDA

PDA

MRS

MRS

MRS

MRS

BHI

BHI

PDA

BHI

AM

AM

AM

AM

AM

AM

Col. Pequefia brillante crecimiento
irregular traslucido

Col. Mediana circular brillante
aperlado

Colonia muy pequefia circular,
brillosa, poca elevacién, color
naranja, traslucida.

Col. Crecimiento irregular lechosa

colonia blanca traslucida, redonda y
mediana

Col. Pequefia irregular traslucido

Col. Brillante pequefia circular
traslucida lechosa
Colonia muy pequefia circular,
brillosa, poca elevacion, color
naranja, traslucida.

Col. Crecimiento irregular lechosa

Col. Circular mediana-grande,
brillante, algunas colonias
pequeiiitas color aperlado cremoso.
Col. Mediana circular brillante
aperlado

Colonia mediana circular, brillosa,
elevaciéon media, color perlado
blanco cremosa.

Colonia muy pequefia circular,
brillosa, poca elevacion, color
naranja, traslucida.

Cololias mediana circular, brillosa,
transparente, color amarillo,
elevacién media.

Colonias pequefias, circulares,
brillosa, trasllcida, poca elevacion,
color amarillo paja.

Colonas circular pequefia-mediana,
traslucida, brillante poca elevacion,
color amarillo.

Colonias grandes circular, brillosa,
trasltcida color amarillo paja
elevacion media

Colonia circular mediana, color
naranja claro, elevacion media.
Colonias medianas circular, color
naranja claro opaca, elevacion
media

Colonia mediana-grande, circular-
ovalado

Colonia grande rizoide

Colonia mediana circular, color
naranja claro opaca, elevacion
media.

Colonias medianas de crecimiento
irregular (nube) elevacién media,
color blanco opaca.

Colonias medianas, borde ondulado,
brillosa, trasltcida, poca elevacion
color blanca.

Colonias mediana-grande circular,
color naranja opaca, cremosa,
elevacion media.

Colonias pequefias, circular, brillosa
y trasldcida.

Colonias medianas circulares,
brillosa, traslicida, poca elevacion,
color blanca.

Colonia circular mediana, color
naranja, aspecto seco, elevacion
media.

Colonias pequefias circulares,
brillosa, traslicida, color blanca
poca elevacion.

Col. Pequefia, crecimiento estrellado
como incrustada color naranja

Col. Pequefia brillante crecimiento
irregular traslucido

Col. Circular mediana-grande,
brillante, algunas colonias
pequeiiitas color aperlado cremoso.
Col. Circular mediana con pequefias
irregularidades, brillante traslucida,
color aperlado no muy blanco

colonia blanca trasltcida, redonda y
mediana

Col. Pequefia-mediana brillante

Bacilo cortos no muy
delgados con
nucleos definidos

cocos

cocos

Bacilo gordito y corto
parece coco

Bacilo gordito y corto
parece coco

Bacilo alargado

bacilo delgado y
largo

Diplococos

Bacilo gordo y
delgado

bacilo pequefio

Bacilogorditos y
cortos

coco

bacilo

bacilo

bacilo

diplococos

Bacilo

Levadura

Levadura

bacilo

bacilo

Levadura

Filamentosa

bacilo

Levadura

Bacilos muy
delgados

Cocos

Levadura

bacilo

cocos forman
cadena corta
Bacilo pequefio tifie
en lila.

bacilos pequefios y
delgados

Bacilo delgado tifie
naranja-lila

Filamento corto con
puntos que tifien en
morado en su interior
parecida a la A308

Bacilo pequefio tifie
naranja 1x0.3

60



Col. Circular muy pequefia, Bacilos tifie naranja-
A129 SEDIMENTO MARINO AM trasldcida color amarillo claro lila

Col. Circular pequena-mediana, cocos grandes
A254 SEDIMENTO MARINO AM color aperlado-amarillo y cremosa 9

colonia blanca traslicida, redonda y
A210 SEDIMENTO MARINO AM mediana n/d

193

194

195

196

197

198

199

201

202

Col. Circular pequefia, consistencia
pegajosa, color aperlado-blanca Cocos
A219 SEDIMENTO MARINO AM opaca
A221 SEDIMENTO MARINO ~ AM Cocos pequefios
Bacilo pequefio
delgadito con puntos
que tifien en morado
en su interior, como
filamento corto.
A308 SEDIMENTO MARINO AM
A222 SEDIMENTO MARINO AM n/d
Bacilos tifien rosado-
A250 SEDIMENTO MARINO AM lila
Bacilo como
filamento corto tifie
A250a SEDIMENTO MARINO AM lila-morado
Col. Circular pequefia, como Diplococos en
A260 SEDIMENTO MARINO AM incrustada (bolitas) tetrada
Col. Circulares medianas y algunas Diplococos
A265 SEDIMENTO MARINO AM col. Pequefias, color amarillo
A263b SEDIMENTO MARINO AM n/d
Bacilos delgados,
Col. Circular muy pequefia, donde chicos en forma de
esta mas denso parece plegada coma, algunas
color amarillo partes del bacilo tifie
mas obscura
A305 SEDIMENTO MARINO AM
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Apéndice V

Prueba de acidez

+ Crecimiento igual al control

No hubo crecimiento

I+

control

Menos crecimiento que en el

=
T

Control

Cepas 2

7.2

10

15
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16.2

26
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32.2
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I+

I+
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n/d
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n/d

n/d

72,2
traslucida

n/d

n/d

n/d

72,2 naranja
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186.2

+l

+l

+l

+
+
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A219
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Apéndice VI

Resultados de Api Zym

CEPAS PROBIOTICAS

ENZIMA 180 179 A67 185 93 65 80 26 183 68.1 98 57 184 139 A265 175 | Total namoles

Fosfatasa alcalina 5 0O 10 10 40 30 30 5 O 5 20 30 5 10 20 0 |220
Esterasa 40 20 10 5 5 20 20 5 20 10 10 5 10 20 5 10 | 215
Esterasa lipasa 5 5 5 5 5 10 5 10 5 20 10 10 5 5 5 10 | 120
Lipasa 0 0 0 0 5 20 5 0 O 0 5 5 0 0 0 5 |45
Leucina arilamidasa 40 40 30 5 20 3 20 10 40 O 40 20 40 10 5 40 | 363
Valina arilamidasa 5 20 O 0 5 5 5 5 20 O 5 5 5 5 5 20 [ 110
Cistina arilmiadasa 0 0 0 0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 |60
Tripsina 0 0 20 O 5 5 5 0 0 0 5 5 0 0 0 5 |50
a-Quimiotripsina 0 0 0 0 0 0 0o o 0 5 0 5 5 0 5 |25
Fosfatasa &cida 5 5 10 40 30 30 40 5 5 5 3 30 5 5 20 20 | 285
Naftol-A-S-BI-
fosfohidrolasa 5 5 5 5 40 40 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 |150
a-Galactosidasa 5 0 0 0 0 5 0O 0 5 0 0 0 20 5 0 0 |40
B-Galoctosidasa 0 0 0 0 0 0 0O 0O O 20 O 0 40 5 5 0 |70
B-Glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0O 0 O 30 0 0 0 0 0 0 |30
a-Glucosidasa 0 5 20 20 5 20 5 30 5 30 20 5 30 10 40 0 |245
B-Glucosidasa 0 0 5 0 20 5 5 0 5 20 O 0 10 20 0 0 |90
N-acetil-B-
Glucosaminidasa 5 0 0 0 0 10 5 0 O 0 0 0 0 0 0 0 |20
a-Manosidasa 0 0 0 0 0 0 5 0 O 5 0 0 10 O 0 0 |20
a-Fucosidasa 0 0 0 0 0 5 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 |10
Total nanomoles 115 100 115 90 185 213 165 80 120 155 160 125 195 110 115 125
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Apéndice VIl

Efecto de la prueba de reto con las cepas aisladas y larvas de ostion

Crassostrea gigas

% Supervivencia

140
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60
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-20

HWM

A 8
”1 e

|

a f k o] t dd il fif ss XX cce iii
Clave Cepa

Clave Cepa Clave Cepa Clave Cepa
a 169 u 68.2 pp A260
b 175.2 v 80 qaq 188
c 179.2 w 98 rr 168
d 186.2 X 85 Ss 183
e 177.2 y A66 tt 185.2
f 170 Z 72.1T uu A254
g 58 aa 72.2 N vV A65
h control bb 722T Ww A305
i 26 cc 72.1 N XX 15
i 172.2 dd Al166 vy 27
k 180 ee A67 zz A210
I 184 ff Al29 aaa A250
m 10 ag 16.2 bbb A250a
n 91 ii 139 cce A222
fi 93 i 68.1 ddd 171
0] 57 kk A94.1 eee A219
p 65 Il A99 fff 6
q 32.2 mm A308 0gg A263b
r 86 nn 49 iii A221
S 89 fif A265 il A308
t 16.1 00 67
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