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Glosario.

Axénico. Dicho de un cultivo o de un microorganismo: Que se desarrolla en un

ambiente donde no hay ningun otro organismo vivo (RAE, 2010).

Biomasa. Materia organica originada de un proceso biolégico espontaneo o

provocado, utilizable como fuente de energia (RAE, 2010).

Cepa. Grupo de organismos emparentados (bacterias, hongos o virus) que

descienden de una célula madre (RAE, 2010).

Control biolégico. Tratamiento antagdnico entre microorganismos a través de los
cuales los microorganismos patégenos pueden ser reducidos en numero en

un ambiente acuatico (Maeda et al., 1997).

Cultivo gnotobidtico. Cultivo en el cual, todos los microorganismos, son

conocidos (Brown y Hornby, 1987).

Cultivo no axénico. Cultivo en el que no se conoce la totalidad de los

microorganismos presentes (Spice y Ackers, 1992).

Desarrollo larval. Fase de desarrollo y diferenciacion postembrionaria de algun

organismo (Schrehardt, 1987).

Dilucion. Preparacion de una solucidn menos concentrada a partir de una mas

concentrada mediante la adicion de disolvente (RAE,2010).

Eclosién. Ruptura de la envoltura (quistes o huevo) para permitir la salida o
nacimiento del animal (RAE, 2010).

Fermentacidn. Proceso catabdlico de oxidacion incompleta totalmente anaerobio
que tiene como productos finales compuestos organicos (Parveen y Hafiz,
2003).

Incubacion. Mantenimiento de cultivos microbianos en condiciones 6ptimas de

crecimiento (Mesulam, 1976).
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Inocuidad. Que no hace dafio, que es benéfico o neutro (RAE, 2010).

In6culo. Conjunto de microorganismos que son transmitidos a un medio

especifico para su proliferacion (Faure y Deschamps, 1991).

Patégeno. Microorganismo capaz originar y desarrollar una enfermedad
(RAE,2010).

Prebidtico. Aditivo alimenticio no digerible que afecta benéficamente al portador
estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o de un
nuamero limitado de bacterias en el colon por lo que mejora la salud del
portador (Gibson y Roberfroid, 1995).

Probiotico. Suplemento alimenticio microbiano vivo, el cual afecta benéficamente
al animal portador mejorando su balance intestinal microbiano (Fuller,
1989).

Psicrotrofica. Bacterias capaces de sobrevivir en ambientes frios de

temperaturas de los 7°C o menos (Vishnivetskaya et al., 2005).

vii



Resumen

En este trabajo se evaluaron diversas condiciones para el uso de un alimento
inerte a base de una mezcla comercial de harinas Nestum® modificada a través de
fermentacion en estado sdlido por bacterias probidticas para el cultivo de Artemia.
Se utilizaron la cepa Pro80 (aislada de quistes de Artemia) y Bacillus subtilis
(ATCC 6051) como probioticos y la mezcla de harinas. Se identificé a la cepa
Pro80 como Exiguobacterium sp. mediante técnicas moleculares. Para determinar
el tamano del in6culo bacteriano sobre la mezcla de harinas fermentada en estado
soélido, se realizaron pruebas con diferentes tamaros de indculo en una proporcién
1:3 (solido: liquido) con la mezcla de harinas. Al término de 24 h de monitoreo, se
determind que no existian diferencias significativas (p > 0.05) debidas al tamano
del in6culo y el tiempo de fermentacion, asi mismo se presenté un efecto de
inhibicibn de crecimiento de B. subtilis sobre Pro80. Se probaron diferentes
reguladores de pH, siendo el bicarbonato de sodio el que mantuvo mas estable el
pH del fermento. Posteriormente se probaron diferentes dosis de alimento
fermentado en cultivos experimentales axénicos y no axénicos de Artemia, en los
que si hubo diferencia estadistica significativa entre las dosis probadas (p < 0.05),
y se descartaron las dosis mas altas (160, 130 y 100 mg) por tener un efecto
adverso en la supervivencia de Artemia. Posteriormente, se evalud el consumo del
alimento fermentado en las dosis de 30 y 60 mg en condiciones gnotobioticas, no
se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las dosis de alimento
fermentado. No se observaron diferencias significativas en el consumo del
alimento fermentado con las bacterias probidticas. En los experimentos a escala
de laboratorio, se observd mayor supervivencia con la mezcla de bacterias que en
el resto de los tratamiento (p<0.05), con esta mezcla se probaron diferentes dosis
y se observé una mayor supervivencia con 180 mg-mL™ (p<0.05). El porcentaje de
lipidos, proteinas y carbohidratos fue similar entre todos los tratamientos. Se
observo acido eicosapentaenoico (EPA) en todos los tratamientos, excepto en el
control sin bacterias. Por otro lado, se identificé a Vibrio alginolitycus como la

bacteria mas abundante de este género en los cultivos a escala de laboratorio. El
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alimento fermentado evaluado en el presente trabajo, es una alternativa para
aumentar la supervivencia y desarrollo larval de Artemia, asi como para competir

con bacterias patogenas de la microbiota autéctona.



ABSTRACT

In this study some conditions for the use of an inert food, based on a commercial
flour mixture Nestum® for the Artemia culture were evaluated. The fluor mixture
was modified by probiotic bacteria through the solid-state fermentation. The
bacterial strains Pro80 (isolated from Artemia cysts) and B. subtilis (ATCC 6051)
were used as probiotics to ferment the flour mixture. Different sizes of inoculums
were tested at a ratio 1:3 (solid: liquid) with the flour mixture. After 24 hours there
was no significant differences (p>0.05) due to inoculum size and fermentation time.
An inhibitory effect of B. subtilis on Pro80 was observed during the incubation.
Three different buffers were evaluated in order to maintain the pH without changes,
and better results were obtained with sodium bicarbonate. Subsequently, different
doses of fermented food were tested under axenic and non-axenic conditions.
Significant differences (p<0.05) in the survival of Artemia were found between the
tested doses , an adverse effect on the survival of Artemia was observed for the
higher doses, in consequence they were discarded (160, 130 y 100 mg). The rate
of food consumption was evaluated under gnotobiotic conditions at doses of 30
and 60 mg. No significant differences in the consumption rate were found at
different dosages (p > 0.05) neither between different bacteria. During laboratory
scale experiments, the highest survival was obtained in the treatments that include
simultaneously both probiotic bacteria (p<0.05). Using this mixture different doses
were tested and the highest survival was observed at 180 mg mL™" (p<0.05). The
lipids, proteins and carbohydrates were similar between all treatments. The fatty
acid EPA was observed in the Artemia cultured with bacteria. On the other hand,
Vibrio alginolyticus was identified as the most abundant bacteria of its genus in the
lab scale cultures. The fermented food evaluated in this study, is an alternative for
raising the survival and larval development of Artemia, as well as for competition

against pathogen indigenous bacteria.



1. Introduccion.

Desde finales de los 70’s, la demanda por nauplios de Artemia ha incrementado
gradualmente, representando aproximadamente 40% de alimento vivo utilizado en
etapas larvales (Lavens y Sorgeloos, 1986). Artemia es un microcrustaceo
branquiopodo (Artemiidae), que representa uno de los mejores 6 el mejor alimento
vivo y es ampliamente utilizado en acuicultura marina alrededor del mundo como
alimento de larvas de crustaceos y peces, desde nauplio hasta su etapa adulta
(Persoone, et al., 1980; Vinatea, 1995; Lavens y Sorgeloos, 2000; Bransdena et al.,
2004; Godinez et al., 2004; Haga et al., 2006; Monroig et al., 2006). Artemia ha
adquirido su importancia como alimento vivo debido a que, tolera diversas
condiciones de cultivo, por sus caracteristicas de desarrollo, por el facil manejo de
sus cultivos, su facil digestion asi como por el pequefio tamafio de sus nauplios y
metanauplios. Otra ventaja de Artemia, es que puede utilizarse como transportador o
conductor de componentes importantes como nutrientes esenciales, pigmentos,
compuestos profilacticos, terapéuticos (Leger et al., 1987) y probidticos (Gatesoupe,
1999).

La produccion de Artemia comunmente se realiza con dietas basadas en
microalgas como Dunaliella (Vanhaecke y Sorgeloos, 1989), Isochrysis (Wickins,
1972), Chaetoceros y Chlorella (Lora-Vilchis y Voltonina, 2003) entre otras. Sin
embargo, la produccion de microalgas es una actividad laboriosa que requiere
personal calificado y una infraestructura adecuada para su realizacion, por otro lado,
también representa un mayor costo en la produccion a gran escala. Debido a la
creciente demanda de Artemia, se han propuesto técnicas alternativas menos
costosas para la obtencion de biomasa, como la utilizacion de dietas inertes (harina
de trigo, arroz soya, etc.)(Tizol, 1994; Godinez et al.,, 2004). Sin embargo el
rendimiento y el valor nutricional de Artemia cultivada bajo este esquema de
produccidon no han resultado adecuados. La inclusion de bacterias probidticas
también ha sido propuesta para mejorar la produccion de Artemia (Gatesoupe, 1999)
ya que se ha demostrado que estas bacterias juegan un papel importante en su

cultivo, y su inclusién puede traer mejoras en su produccion.



Los microorganismos fueron utilizados como un mecanismo para preservar los
alimentos (incluso antes de su descubrimiento), lo cual contribuy6é a mejorar la salud
humana (Bengmark, 1998). Sin embargo, la definicion de probidtico fue hecha hace
solo 25 afos y desde entonces se han sugerido varias definiciones. Parker (1974) los
defini6 como “organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano
intestinal”. Sin embargo, debido a su imprecisidén, fue cambiada por la definicion de
Fuller (1989) a “suplemento alimenticio vivo, el cual tiene un efecto benéfico en el
animal portador, mejorando su balance microbiano intestinal”. Aunque la definicion
de Fuller es la mas aceptada, durante los ultimos afios se ha pensado en incluir
algunas modificaciones que se ajusten a las condiciones en las que se desarrollan

los organismos acuaticos (Verschuere et al., 2000).

La primera aplicacion de probioticos en acuicultura es relativamente reciente
(Kozasa, 1986), pero su uso va en aumento (Gatesoupe, 1999) y actualmente se
buscan nuevos microorganismos que puedan actuar como probidticos. Las
caracteristicas de los organismos acuaticos determinan que los probidticos tengan un
comportamiento diferente al de los usados en organismos terrestres, por ejemplo, la
microbiota de los animales acuaticos mantienen una relacidn muy estrecha con la
microbiota del ambiente externo, mientras que los organismos potencialmente
patdgenos son capaces de persistir y proliferar en el ambiente externo del animal
(Verschuere et al., 2000). Por lo anterior Verschuere et al., (2000) propusieron que
los probidticos en acuicultura se definan como aditivos microbianos vivos que tienen
un efecto benéfico en el portador, dicho efecto benéfico puede producirse por: (1) la
modificacion de las asociaciones microbianas con el portador o de la comunidad
microbiana en el ambiente, (2) a través de mejorar el uso del alimento o mediante el
aumento su valor nutricional; (3) a través del incremento en la respuesta del portador
hacia enfermedades, o (4) a través del mejoramiento de la calidad del propio

ambiente.

En la actualidad varios tipos de bacterias probidticas han sido utilizadas en los
cultivos larvarios de organismos acuaticos para aumentar su resistencia a

enfermedades, reducir mortalidad, mejorar la calidad del alimento y del ambiente
2



(Gibson, et al., 1998; Gomez-Gil et al., 2000). Gibson et al. (1998) reportaron la
actividad probidtica de la cepa A199 de Aeromonas media, la cual fue capaz de
prevenir la muerte de larvas de la otra del pacifico, Crassostrea gigas. Vibrio
alginolyticus ha sido probado como un probidtico en larvas de camarén blanco,
Litopenaeus vannamei, mostrando resultados benéficos y dando proteccién contra
enfermedades (Austin y Austin, 1993). Por otro lado, en Tailandia, Rengpipat et al.
(1998), aislaron la bacteria probidtica Bacillus S11 del tracto digestivo del camaron
tigre, Penaeus monodon, esta cepa se utiliz6 para producir Artemia enriquecida,
misma que fue usada como alimento en cultivos de camardn tigre, en los que se
redujo el tiempo de desarrollo y disminuyeron los problemas de enfermedades de

este organismo.

Actualmente los probidticos son suministrados a los cultivos acuicolas de
diferentes formas, a través de la reactivacion de células liofilizadas en agua de mar
con melazas, mediante aplicacion directa de cultivos bacterianos en medios
bacteriologicos liquidos (TSA o agar marino) y a través del enriquecimiento de
alimentos vivos o inertes. Una manera efectiva de suministrar bacterias probidticas
es a través del alimento, por ejemplo, en ganaderia se utiliza el ensilaje, que es una
técnica de conservacion del alimento mediante la fermentacion por bacterias acido-
lacticas donde ésta microbiota produce cambios que derivan en mejoras sobre la
calidad del alimento e inhibe la colonizacion de otros microorganismos. Sin embargo,
el uso de alimentos fermentados, es una técnica que no ha sido explorada en la
acuicultura para el suministro de bacterias probidticas. Por lo que el presente trabajo
pretende evaluar una dieta inerte a base de una mezcla comercial de harinas
fermentada en medio solido como alternativa para el suministro de bacterias

probidticas en el cultivo de Artemia.



2. Antecedentes.

Los anostracodos perteneciente a la Clase Branchiopoda, habitan en cuerpos de
agua temporales o continentales, de agua dulce o salina. Estos cuerpos de agua
sufren periodos de desecacién o congelamiento y su tamano puede variar desde
pequefios charcos a los costados de los camino, hasta extensas salinas (Cohen,
1995).

El género Artemia (Leach, 1819), a pesar del amplio intervalo de salinidades
que tolera, no se encuentra en el mar, lo cual puede relacionarse con el hecho de
que es una presa facil y es rapidamente erradicado en presencia de peces (Cohen,
1995). Este género considera especies bisexuales y partenogenéticas (Crespo,
1999), formando quistes como parte de la estrategia de supervivencia, cuando las

condiciones ambientales son desfavorables (Ortega-Garcia, 1991).

La importancia de Artemia radica en el cultivo en laboratorio de los nauplios
como suplemento proteico o como alimento vivo en acuicultura (Amat, 1985; Castro
et al.,, 1995). De hecho, los nauplios son nutricionalmente adecuados, faciles de
obtener como presa moévil de talla apropiada, incubados a partes de sus quistes en
estado latente y son obtenibles de manera comercial. A su vez, son mas atractivos y
versatiles para las especies cultivadas que sus propias dietas naturales las cuales
son dificiles de colectar (Tackaert et al., 1989). Artemia, es un alimento de gran valor
nutricional que cubre los requerimientos de macro y micronutrientes que requieren
las larvas de peces y crustaceos, debido a la presencia de acidos grasos esenciales
o HUFAs (Crespo, 1999).

La especie Artemia franciscana es la dominante a nivel mundial,
distribuyéndose desde Canada hasta Chile. Segun De los Rios y Gajardo (2002), se
cosechan alrededor de 3000 y 1000 toneladas de quistes y biomasa
respectivamente, siendo el principal productor de quistes, Estados Unidos de

América (Gran Lago Salado).



Globalmente, la acuicultura se esta expandiendo en todas direcciones,
intensificandose y diversificandose, sin embargo con su crecimiento también han
venido una serie de complicaciones referentes a problemas de enfermedades en los
cultivos, mismas que por décadas se combatieron con antibidticos, sin embargo esto
generd problemas de resistencia bacteriana. El uso de probidticos, los cuales
controlan a los patégenos a través de diferentes mecanismo esta incrementando a
medida que se visualiza como una alternativa al uso de antibiéticos (Verschuere et
al., 2000).

Los primeros reportes del uso de probidticos, se le atribuyen a Yatsuda y
Taga (1980), quienes sugirieron que las bacterias podrian ser usadas no sélo como
alimento, sino también como controles biolégicos de enfermedades de peces y
activadores de la regeneracién de nutrientes. Uno de los primeros experimentos de
incorporacion de probidticos en alimentos para acuicultura se utilizaron
preparaciones comerciales disefiadas para organismos de crianza terrestres. El
primero en ser evaluado fue Bacillus toyoi. Sus esporas mejoraron la tasa de
supervivencia de la anguila japonesa y la tasa de crecimiento del jurel (Kozasa,
1986) asi como la tasa de crecimiento de larvas de turbot (Gatesooupe, 1989). Otras
esporas de Bacillus, incrementaron la resistencia de la larva de gurrubata al
patdogeno Vibrio sp. (Gatesoupe, 1993). El uso de bacterias acido lacticas fue
también eficiente para mejorar la produccion de rotiferos y la tasa de crecimiento de
larvas de lenguados (Gatesoupe, et al., 1989; Gatesouope, 1990). Ademas estos
bacilos mejoraron la tasa de crecimiento de la carpa de Israel (Noh et al., 1994).
Bogul et al. (1998) confirmaron este efecto con el Streptococcus faecium sobre el
crecimiento de la carpa, ademas de que observaron algunos efectos sobre la

microbiota intestinal.

Después, Nogami y Maeda (1992) aislaron una cepa PM-4 de agua de cultivo
de Penaeus monodon, con la que obtuvieron alta supervivencia. La bacteria fue
identificada como Thalassobacter utilis (Nogami et al., 1997). Este tratamiento de
biocontrol, incrementd la supervivencia de las larvas y disminuyé el crecimiento de

Vibrio anguillarum.



Desde 1995, ha incrementado el uso de los probidticos en la industria del
camaron, especialmente en el control de la incidencia de enfermedades en larvas.
Actualmente, los probidticos estan bien establecidos para su uso en humanos, aves
de corral y ganado. Los probidticos podrian ser considerados como medicina

veterinaria usada para la produccion de proteina (Irianto y Austin, 2002).

Verschuere et al. (2000) demostraron al seleccionar nueve cepas bacterianas,
que éstas influyeron positivamente en el crecimiento y supervivencia de Artemia
cultivada como alimento vivo para otras especies acuaticas. Aunado a esto, los
nauplios de Artemia han sido utilizados como vector de compuestos de diverso valor
nutricional y terapéutico como probidticos para diferentes etapas de desarrollo de

animales acuaticos, lo que se conoce como bioencapsulacién (Fuller, 1989).

Posteriormente, Orozco-Medina (2002), aislé bacterias de los géneros
Exiguobacterium mexicanum. y Microbacterium sp. de quistes comerciales de
Artemia, estas bacterias las utiliz6 como probiético en combinaciéon con la levadura
de pan Saccharomyces cerevisiae para la produccién de Artemia, obteniendo

supervivencias de entre 75% y 95%.

Hipdlito-Morales (2005) probd el efecto de Exiguobacterium mexicanum. En
combinacién con harina de maiz para la produccion de Artemia y obtuvo porcentajes
de supervivencia y desarrollo larval por arriba del 80%, con la mezcla de
Exiguobacterium mexicanum, Microbacterium sp. y harina de maiz como fuente de

carbono y obtuvo resultados similares en cuanto a supervivencia.

Actualmente, debido a la necesidad de producir Artemia a un menor costo, se
han desarrollado alimentos alternativos (Intriago y Jones, 1993; Espinosa et al.,
1997; Garcia-Ulloa et al., 1999; Naegel, 1999; Cisneros-Burga, 2002) los cuales han
sido formulados con base en diversos tipos de harinas. Por ejemplo, Naegel (1999)
utilizé la mezcla comercial de harinas, Nestum® para producir Artemia y encontré que
puede mantener su crecimiento sugiriendo que podria ser un sustituto de las

microalgas para los cultivos de Artemia. Sin embargo, se sabe que el uso de dietas



inertes puede acarrear problemas respecto a la calidad del agua propiciando la

proliferacion de bacterias.

Desde los ultimos diez afos en adelante, la aplicacidon de probidticos en
acuicultura ha ido aumentando exponencialmente. En la actualidad existen mas de
100 compainiias en el mundo que estan produciendo varios tipos de probiéticos para
acuicultura y probablemente mas de 50 000 toneladas de probidticos comerciales
son vendidos anualmente con un valor en el mercado estimado de 50 millones de
Euros (Wang y Wang, 2008).

Carmona-Pérez (2006) recientemente, demostrdé que al utilizar una bacteria
del género Exiguobacterium sp. y Bacillus subtilis en combinacién con una dieta
inerte basada en una mezcla comercial de harinas en cultivos axénicos para la
produccion de Artemia, se pudo mejorar la supervivencia hasta 90% con
Exiguobacterium sp. y el desarrollo larval con Bacillus subtilis. En este trabajo, se
propuso el uso de probidticos junto con alimento inerte para mejorar la supervivencia

y desarrollo de Artemia.
3. Justificacion.

El uso de probidticos en acuicultura es una estrategia que va en aumento porque ha
mostrado efectividad en el control sanitario de los cultivos (Gatesoupe, 1999),
permitiendo una reducciéon en el uso de antibidticos los cuales han ocasionado
problemas derivados de su uso excesivo, como la resistencia bacteriana. Por tal
razon, es necesario desarrollar medidas que minimicen el uso de antibidticos, por

ejemplo, utilizando probidticos en los cultivos acuicolas.

La calidad nutricional del alimento es sumamente importante para el cultivo ya
que tiene influencia sobre el resultado final de la produccién. Sin embargo, la calidad
de los nauplios de Artemia depende de un gran numero de factores, tales como la
calidad nutricional intrinseca, las caracteristicas microbianas, la talla de los nauplios,
por mencionar algunos (Sorgeloos et al., 2001). Entre estos factores se encuentra

también el tipo de alimento utilizado para la producciéon de Artemia, siendo las
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microalgas las de mayor utilidad, ya que son consideradas el alimento mas adecuado
para su produccion (Sotolongo, 1988). Asi mismo se han utilizado diferentes tipos de
alimento inerte como harinas de trigo y arroz para la produccién de Artemia, mismos
que disminuyen los costos y simplifican los procesos de obtencion de biomasa. Sin
embargo, el uso de alimentos fermentados, es una técnica que no ha sido explorada
en acuicultura para el suministro de bacterias probidticas en la produccion de

Artemia.
4. Hipotesis.

El uso de una mezcla fermentada de harinas en medio liquido, por bacterias
probioticas, favorece la supervivencia y desarrollo larval de Artemia en condiciones
axénicas (Carmona-Pérez, 2006), sin embargo, el manejo de este tipo de
condiciones resulta dificil para la produccidbn masiva, ya que serian necesarios
grandes volumenes de alimento, lo cual que limita su implementacién a mayor
escala. De este modo, si los cultivos axénicos de Artemia se ven beneficiados por el
suministro de alimento fermentado en medio liquido, por las bacterias probidticas, se
espera que el mismo efecto se presente utilizando una mezcla fermentada de harinas
en medio solido en cultivos no axénicos, facilitando el manejo y el uso de alimento

fermentado.
5. Objetivo general.

Evaluar el efecto de bacterias probidticas, suministradas en una mezcla de harinas
fermentada en estado sodlido; sobre la supervivencia, desarrollo larval, valor

nutricional y carga bacteriana de Artemia.
5.1. Objetivos particulares.

¢ |dentificar a nivel molecular la cepa probiética mediante la amplificacion y

secuenciacion de la region que codifica al gen 16s ARNr.

e Evaluar el efecto del tamafno del in6culo, tiempo de fermentacion y el efecto

conjunto de las cepas probioticas sobre el alimento.



Definir un regulador de pH del alimento durante el tiempo de fermentacion.

Determinar la dosis 6ptima de alimento fermentado en experimentos con

Artemia.

Evaluar el efecto del alimento fermentado en la produccion de Artemia en

condiciones no axénicas.

Evaluar la calidad de Artemia producida con una dieta fermentada con base al

contenido de proteinas, carbohidratos y perfil de acidos grasos.

Evaluar el efecto de la inclusion de probidticos en la dieta de Artemia sobre la
carga bacteriana de Artemia.



6 Material y métodos

En el siguiente diagrama se resumen los procedimientos desarrollados en el

presente trabajo.

Produccion de [ Identificacién molecular J
Efecto antagdnico .
alimento para
entre cepas Artemia r —
probidticas Identificacién Pro80 J
L
-
Regulacién Experimentos con Presencia de bacterias en
[ Artemia. 1 Artemia producida con
S probidticos
Determinacién del consumo de
alimento en condiciones
gnotobidticas
[
Determinacién del consumo
de alimento con Artemia no
axénica.
[
Efecto del alimento fermentado
en la supervivencia y desarrollo
de Artemia no axénica a escala de
laboratorio.
[
| [ [ |
Produccion de Produccién de Produccién de Produccion de Artemia
Artemia con Artemia con Artemia con con alimento preparado
bacterias probidticos y diferentes dosis de en laboratorio y la
probidticas con microalgas la mezcla de mezcla de bacterias

[ Evaluacién de la supervivencia y desarrollo }

de Artemia

[ Evaluacion del contenido nutricional ]

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada en este trabajo.

10



1) Artemia

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron quistes de Artemia de la especie
Artemia franciscana de la marca INVE®. Todos los quistes fueron extraidos de la lata
y almacenados en un frasco ambar con atmdsfera de nitrogeno a 4° C con el
proposito de reducir dafios o pérdida de la viabilidad. Para cada experimento los
quistes fueron extraidos de su almacén y puestos a eclosionar como se detalla mas

adelante.
Microorganismos.
i) Bacterias

Las bacterias probidticas utilizadas en este trabajo fueron la cepa Pro80 y Bacillus
subtilis (ATCC 6051). La cepa Pro80 es un bacilo Gram-positivo, aislado a partir de
quistes comerciales de Artemia marca Pro80 (Carmona-Pérez, 2006), esta bacteria
se mantuvo almacenada en glicerol a -80°C; para los experimentos fue reactivada a
30°C en tubos de ensaye con caldo marino y para su uso constante se mantuvo en
un cepario de trabajo en tubos de ensaye con 15 mL de agar marino inclinado.
Bacillus subtilis (ATCC 6051) es considerada como probiotico para la produccion de
Artemia (Carmona-Pérez, 2006) y camaron (Skjermo y Vadstein 1999; Rengpipat et
al. 2000; Vaseeharan y Ramasamy 2003) y se ha usado como agente de
bioremediacién en fondos marinos impactados por actividades acuicolas (Antony y
Philip, 2006), fue adquirida directamente de American Type Culture Collection, se
reactivo directamente en placa, se tom6 una muestra del vial comercial y se sembro
en agar marino, también se almacend en ultra congelaciéon y cepario en tubos de
ensaye con 15 mL de agar marino inclinado. Para los experimentos, las bacterias
fueron cultivadas en placas de petri con medio de cultivo agar marino y se
cosecharon después de 24 h de incubacion. La composicion de medios se detalla en

el apéndice 1.
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i) Microalgas.

En el presente trabajo se utilizaron microalgas como controles de alimentacién. Las
microalgas utilizadas fueron Nannochloropsis oculata, Chaetoceros calcitrans y
Pavlova lutherii. Estas fueron cultivadas en medio F/2 (Guillard, 1973) compuesto
por: nitrato de sodio, metasilicato de sodio, fosfato de sodio, micronutrientes (ac.
citrico, citrato de fierro, metales traza) y vitaminas (biotina, cianobalamina, tiamina)
en reactores de columna, con volumenes de produccidon de 400 L para cada
microalga, las condiciones de produccion fueron: fotoperiodo de 13/11 h
luz/oscuridad, intensidad luminosa de 40 W, temperatura de 25°C y aireacion
continua. Estas microalgas fueron producidas con cultivo semicontinuo y se
cosecharon previo a su uso por medio de extraccion directa en recipientes de
plastico, a los 4 dias de iniciado su cultivo tomando como criterio el numero de
células por mL. Para los experimentos, las microalgas fueron mezcladas en
proporcién 2: 1: 0.8 (N. oculata, C. calcitrans y P. lutherii) que corresponden a 1 x 10°

células mL™", 3 x 10% células mL™" y 2 x 10* células mL™, respectivamente.
6.1 Identificacion molecular de la cepa Pro80.

Para la identificacion molecular de la cepa Pro80, se utilizaron tres protocolos: El
primero, consistié en la extraccion de ADN con un kit comercial, la amplificacion
basada en el protocolo de Yang et al. (2007) y la secuenciacién de los productos de
PCR fue realizada en el CIAD Mazatlan. El segundo protocolo consistié en la
extraccion de ADN mediante el método de fenol-cloroformo alcohol isoamilico
sugerido por Tebbe et al. (2001), para la amplificacion del gen 16s ARNr se siguio el
protocolo de Ausubel et al. (2002) y la secuenciacion se realizé en la empresa
coreana Macrogene. El tercer protocolo consistié en extraer ADN mediante el método
de fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987), la amplificacion por el método
ERIC-PCR (Hulton et al., 1991) y la secuenciacion se hizo con un kit comercial.

Dichos protocolos se muestran en el apéndice 7.
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6.1.1 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se cambiaron a formato FASTA, se limpiaron y fueron
alineadas mediante el programa MEGA 4.0, posteriormente se compararon con las
secuencias obtenidas de la base de datos de BLAST de NCBI para la identificacion
de la secuencia (apéndice 6). Posteriormente se cred un diagrama de similitud con
MEGA 4.0 mediante el algoritmo de agrupamiento UPGMA (Unweighted pair group
method using aritmethic average) con bootastrap de 1000 repeticiones.

6.2 Produccion del alimento para Artemia

La base para la alimentacion de Artemia fue la mezcla de harinas Nestum® la cual
contiene: harina de trigo, cebada, avena, arroz y maiz, asi como oligofructosa e
inulina como prebidticos. Se selecciond esta mezcla comercial de harinas debido a
que en trabajos anteriores fue utilizada para la produccion de Artemia (Neagel, 1999;
Carmona-Pérez 2006). Posteriormente, la mezcla comercial se reemplazé por una
mezcla de harinas elaborada en laboratorio con las mismas 5 harinas mas inulina
(2%) como prebidtico.

Se realizaron algunas pruebas para determinar la forma en que se produciria
el alimento ya que fue el vehiculo que se utilizé para suministrar los probiéticos. El
método propuesto por Carmona-Pérez (2006) que consiste en fermentar el alimento
en forma liquida fue sustituido por la fermentacion en estado sélido o semisalido.

El criterio para establecer la proporcion de liquido mas conveniente fue
basado en la consistencia de la mezcla obtenida, para ello se mezclaron 50 g de
harina de Nestum® con diferentes voliumenes de agua de mar. Las proporciones
probadas fueron: 1:1, 2:1, 3:1 y 4:1 (peso: volumen), las mezclas se incubaron por 24
h; pasado este tiempo se revisé su consistencia, siendo la proporcion de 3:1 de
harina y agua, la que se selecciond para los experimentos ulteriores debido a que
con la consistencia de la mezcla se mantuvo homogénea, no se deshidraté y permitio
el crecimiento bacteriano (Datos no mostrados).

Las mezclas de harina se esterilizaron en seco en autoclave a 120°C durante
15 minutos para eliminar la presencia de hongos, posteriormente se le agregd agua
de mar estéril para formar una pasta, asi como los indculos respectivos de cada

bacteria (Cepa Pro80, Bacillus subtilis y una mezcla de ambas). Los criterios que se
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tomaron para determinar las mejores condiciones de produccién del alimento fueron:
Crecimiento bacteriano, la presencia de antagonismo entre las cepas probidticas y la
capacidad del amortiguador para regular los cambios en pH durante el proceso de
fermentacion del alimento, para lo cual se realizaron las siguientes evaluaciones.
6.2.1 Tiempo de fermentacién y tamafio de inéculo

Para determinar el tamafo de in6culo bacteriano que se utilizaria para fermentar el
alimento, se hicieron mezclas de Nestum® y suspensiones bacterianas en agua de
mar en diferentes concentraciones de bacterias: las que se denominaron 100, 50 y
10%, que correspondian a 1 x 10°, 0.5 x10° y 0.1 x10° bacterias respectivamente. La
concentracion mas alta de bacterias fue obtenida en agua de mar estéril a la que se
le ajusté la densidad oOptica a una absorbancia de 1 a 580 nm (DOsgo=1) con un
cultivo de 24 h de cada bacteria. El volumen final de cada inoculo se fij6 a una
proporcion de 1:3 (por cada gramo de harina se adicionaron 3 mL de la suspension
bacteriana correspondiente). Para ello se pesaron 50 g de harina, se esterilizé en
seco mediante autoclave para prevenir el crecimiento de hongos y posteriormente se
le agregaron 150 mL de la suspension bacteriana correspondiente, las mezclas se
homogeneizaron y se incubaron por 24 h a 35°C, esto se hizo por triplicado con cada
una de las concentraciones de bacterias. Durante el tiempo de incubacién,
asépticamente se tomaron muestras de 1 g de pasta cada 6 h para evaluar el
numero de bacterias presentes, con cada muestra se hicieron diluciones decimales
en solucion salina estéril (NaCl 2%). 100 yL de cada dilucion fueron sembrados por
duplicado en placas de agar marino y se incubaron a 35°C por 24 h, después de este
tiempo se realizd el conteo del numero de bacterias en unidades formadoras de
colonias (UFC) y con las estimaciones de cada tiempo se construyeron las curvas de

crecimiento respectivas.

A los datos obtenidos en cada caso se les hicieron pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y homocedasticidad de Barttlet, posteriormente se analizaron
mediante ANOVA. En los casos en los que los datos no fueron normales ni

homocedasticos, se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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6.2.2 Evaluacién de efecto antagdnico entre las cepas probidticas

Durante la evaluacion del alimento se observo que una de las cepas desaparecia del
cultivo, por lo que se evalu6é la presencia de mecanismos de inhibicidbn para
determinar si las cepas probidticas podrian crecer en conjunto, las pruebas se
realizaron en placa petri con el método de doble capa en agar marino mediante una
modificacion de la técnica de Dopazo et al. (1988). Las cepas Bacillus subtilis (ATCC
6051) y Exiguobacterium sp. (Pro80) fueron sembradas en agar marino mediante
puncion en placa, se incubaron por 48 h a 35 y 30°C respectivamente para producir
macrocolonias. Después del periodo de incubacion, dichas placas fueron expuestas
a vapores de cloroformo durante 15 minutos para matar a las bacterias y se dejaron
a temperatura ambiente durante 2 h para eliminar los residuos de cloroformo.
Posteriormente, se hicieron cultivos de 24 h con cada una de las cepas y se
realizaron suspensiones en agua de mar estéril a una densidad o6ptica a 0.2 de
absorbancia a 580 nm. A cada suspension se le hizo una dilucion decimal en
solucion salina estéril (NaCl 2.5%) y se usaron 500 pyL de esa dilucion para inocular
20 mL de agar marino liquido a 50°C, la mezcla se homogeneizd con vortex y se
vertieron sobre las placas de vidrio previamente preparadas con las macrocolonias
para hacer la segunda capa de la prueba de antagonismo. Las placas se incubaron a
35°C durante 24 h y la presencia de halos de inhibicidn se tom6 como criterio de
actividad antagodnica de las cepas.

6.3 Regulacién de pH

Para regular el pH de la pasta de alimento durante la fermentacion se utilizaron tres
tipos de amortiguadores en ambas etapas: i) Amortiguador de fosfatos con un pH de
7.5, ii) Amortiguador de fosfatos con un pH de 8 (ambos al 10%) vy iii) Bicarbonato de
sodio al 0.5%. En cada experimento se utilizé un control sin amortiguador. La mezcla
de alimento se preparé como se describié anteriormente, solo que en este caso se
usaron 5 g de harina y 15 mL de agua de mar inoculada con bacterias y ajustada a
una densidad Optica de 1 a una longitud de onda de 580 nm con un
espectrofotometro Merck SQ118. Los amortiguadores se agregaron en condiciones
de esterilidad durante la elaboracion del alimento, 1.5 mL de las soluciones de

fosfatos (se aforé a 15 mL) y 0.1 g de bicarbonato de sodio. El alimento inoculado
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con las bacterias y con los amortiguadores fue incubado durante 24 h a 35°C.
Durante la incubacion, el pH de la mezcla fue determinado conforme el
procedimiento descrito por Islam et al. (2004); a las 0, 12 y 24 h se tomd una muestra
de 1 g, el cual fue mezclado con 5 mL de agua destilada estéril. El pH de la mezcla
fue medido con un potencidmetro marca Waterproof. A los datos obtenidos se les
hicieron pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, posteriormente se
analizaron mediante analisis de varianza y posteriormente la prueba de

comparaciones multiples de Tukey (apéndice 2).
6.4 Experimentos con Artemia

6.4.1 Determinacion del consumo de alimento en condiciones gnotobidticas
Una vez que se eligieron el tamafio del indculo y el amortiguador, se realizaron los
experimentos para evaluar la tasa de consumo del alimento con nauplios axénicos de
Artemia. La mezcla de harinas utilizada para preparar el alimento con bacterias fue
molida con un mortero y pasada por un tamiz de 50 ym en todos los experimentos de
este trabajo, para asegurar que el alimento pudiera ser ingerido por los nauplios. El
consumo del alimento se evalué como se describe a continuacion.

Para la obtencion de nauplios axénicos se siguidé el protocolo descrito por
Quiroz-Guzman (2005), para ello se pesaron 0.5 g de quistes de Artemia (INVE®) y
se hidrataron en agua durante 40 minutos, posteriormente fueron desquistados y
desinfectados con hipoclorito al 50% y desinfectados por segunda vez con cloruro de
benzalconio al 3% durante 30 y 15 segundos respectivamente. Una vez
desinfectados, se introdujeron en un matraz erlenmeyer con 500 mL de agua de mar
estéril para su eclosién en condiciones de esterilidad con aireacidén continua (aire
filtrado a través de membrana de 0.2 micras), el cultivo se mantuvo con iluminacion
continua mediante lamparas fluorescentes de 40 W y a una temperatura de 28 + 2°C.
En condiciones asépticas los nauplios recién eclosionados se colocaron en unidades
experimentales que contenian 100 mL de agua de mar estéril con una densidad de 1

nauplio mL™,
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6.4.1.1 Seleccion de la dosis de alimento con nauplios axénicos de Artemia

En este experimento se probaron diferentes dosis del alimento fermentado partiendo
de la sugerida por Neagel (1999) de 100 mg-mL™, y se evaluaron dos dosis menores
y dos mayores a esta (30, 60, 100,130 y 160 mg-mL™"), en cada caso la evaluacién
se realizé por triplicado. Para evitar cambios indeseables en el alimento como
descomposicién o alteracién de las condiciones probadas, el alimento se prepard
diariamente, partiendo de la mezcla comercial de harinas previamente esterilizada.
La mezcla fue inoculada con una suspension de bacterias en una proporcion 1:3 para
obtener una consistencia de pasta, y se incubé durante 24 h a 35°C. Concluido el
periodo de incubacion, se pesaron 2 g del alimento bajo condiciones estériles y se
mezclaron con 30 mL de agua de mar estéril en un tubo de ensaye, se homogeneiz6
con vortex y a cada unidad experimental se le adicion6 un volumen para lograr la
dosis correspondiente (30, 60, 100, 130 y 160 pL). Para el tratamiento de la mezcla
de bacterias, la incubacion de alimento se hizo por separado para cada cepa
bacteriana a diferentes temperaturas (B. subtilis a 35°C y la cepa Pro80 a 30°C) para
evitar el efecto antagdnico entre las bacterias.

En las unidades experimentales los nauplios de Artemia fueron alimentados
dos dias después de su eclosion. Los organismos fueron alimentados una vez al dia
por un lapso de tres dias y previo a la segunda y tercera alimentacion se realizé un
recambio de agua para evitar acumulacion de alimento y heces en las unidades
experimentales, para esto, el agua de cada unidad se filtr6 con tamices estériles de
30 um, de esta manera los nauplios quedaron retenidos en el tamiz, posteriormente
usando una pizeta con agua de mar estéril, se pasaron a otra unidad experimental
limpia y estéril con las mismas caracteristicas, todo esto se realizé en condiciones
estériles para evitar la contaminacion de los cultivos. Para evaluar el alimento
consumido se construyd una curva estandar de la densidad optica producida por
diferentes concentraciones de alimento a 580 nm. El consumo del alimento fue
calculado como la reduccién en densidad optica entre los diferentes tiempos de
muestreo y la diferencia convertida a unidades de peso (g) de alimento mediante un

retrocalculo obtenido con la curva estandar correspondiente.
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El modelo usado para tal efecto fue la ecuacién de Mitscherlich, utilizado en
produccion agricola (Overman y Scholtz, 2002):
Y=a(1-e™)

para el retrocalculo la ecuacién se transformé de la siguiente manera:
X =Ln (ala-y)
b
Donde:
X = equivalente en gramos de las absorbancias
Y = absorbancia
a =2.9897
b = pendiente (8.9266)

Con esta ecuacion se realizaron los calculos de cada experimento y se
obtuvieron las equivalencias en gramos de consumo para cada dosis de alimento.

Cada seis h se tomaron muestras de agua de 6 mL de cada unidad
experimental, de cada muestra se registré la absorbancia a 580 nm, cada dato de
absorbancia fue transformado como se indicé previamente (Seccion 6.4.1.1) y con
los datos obtenidos se calcul6 la tasa de consumo por organismo para cada uno de
los dias del experimento. Posteriormente a estos datos se les aplicaron pruebas
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y se analizaron con analisis de varianza factorial,
posteriormente se realizé la prueba de comparaciones multiples de Tukey (apéndice
2).
6.4.2 Determinacion del consumo de alimento con Artemia no axénica
Los nauplios de Artemia se obtuvieron como se menciond anteriormente (Seccion
6.4.1), solo que éstos no fueron desinfectados con cloruro de benzalconio y tampoco

se mantuvieron en condiciones estériles.
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6.4.2.1 Seleccion de dosis de alimento con nauplios de Artemia no axénicos

El disefio experimental fue el mismo que se describié anteriormente, solo que en este
caso no se realizé en condiciones de esterilidad, a excepcién de la preparacion del
alimento fermentado. El consumo de alimento por dia en cada uno de los
tratamientos fue calculado como se describié previamente (Seccion 6.4.1.1).

El experimento con nauplios axénicos sirvid como referencia para determinar
las condiciones experimentales en cultivos no axénicos. Los datos obtenidos se
analizaron como se describe en la seccién anterior, calculando el consumo de
alimento por dia (Seccién 6.4.1.1).

Para seleccionar las mejores condiciones para la produccién, también se
utilizé como criterio la supervivencia de los organismos. Los resultados obtenidos en
el experimento con nauplios no axénicos, se tomaron como base para determinar las
mejores condiciones de cultivo para los siguientes experimentos, ya que en una

escala mayor, resulta imposible manejar condiciones de esterilidad.

6.4.3 Tasa de consumo del alimento con las dosis seleccionadas

Este experimento se realizd con las dosis de 30 y 60 mg-mL™", ya que con el resto se
registré una mortalidad del 100%. El propdsito de este experimento fue evaluar
ambas dosis y asi poder decidir cual de éstas se utilizaria en los siguientes
experimentos en condiciones no axénicas.

Para este experimento se utilizaron unidades experimentales con 100 mL de
agua de mar estéril y una densidad de 1 nauplio mL™. Los tratamientos fueron: a) El
alimento con Bacillus subtilis (ATCC 6051), b) el alimento con Pro80
(Exiguobacterium sp.), c) el alimento con una mezcla de éstas y d) un control sin
bacterias, los cuatro tratamientos se hicieron por cuadruplicado. El alimento se
preparo con las condiciones de esterilidad mencionadas anteriormente (Seccion 6.2).
La obtencion de nauplios, la alimentacién de los mismos y la toma de muestras de
agua para lectura de absorbancia se realizaron como se describe en el método del

experimento con nauplios axénicos (Seccion 6.4.1.1).
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6.5 Efecto del alimento fermentado en la supervivencia y desarrollo de Artemia
no axeénica a escala de laboratorio

Estos experimentos se realizaron en el area humeda del laboratorio de Biologia
Experimental del Departamento de Desarrollo de Tecnologias del Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas CICIMAR-IPN.

La eclosion se realizd en tres garrafones de 19 L con fondo conico y aireacion
de fondo. Estos recipientes se lavaron a presion con agua dulce y en cada uno de
ellos se vertieron 12 L de agua de mar filtrada, para lo cual se uso un filtro de
cartucho de 5 um. Esta agua se desinfectd durante 48 h, las primeras 24 h con cloro
y después el cloro se neutralizd con tiosulfato de sodio (0.18 g de cloro al 90% y 0.12
g de tiosulfato de sodio). Una vez desinfectada y neutralizada, qued? lista para iniciar
el proceso de eclosién de quistes de Artemia. Durante la eclosién se mantuvieron
condiciones constantes de aireacion, luz (40 W) y de temperatura (27+2°C), para lo
cual se utilizaron termostatos y calentadores marca Azoo®.

Por cada recipiente de eclosion se pesaron 8 g de quistes de Artemia
(INVE®), se hidrataron en agua dulce durante 40 minutos con agitacién continua y se
desenquistaron con hipoclorito al 50%. Posteriormente, se trasladaron a los
recipientes de eclosidon y vaciados a éstos. La cosecha se hizo aproximadamente a
las 24 h mediante un sifon de plastico. Los nauplios se colectaron en un tamiz de 30
pMm, luego se trasladaron a un recipiente con agua dulce con capacidad de 3 L,
donde se separaron y descartaron los quistes no eclosionados mediante un sifén. El
numero de nauplios eclosionados se evalué mediante extrapolacion a volumen total
(19 L) del total de larvas contenidas en 1 mL. Para ello, se tomaron 100 mL de
nauplios en una probeta de la misma capacidad, se homogeneizé mediante inversion
y se tomd6 1 mL, este volumen se aforé a 50 mL. Finalmente se tomé 1 mL y se pasoé
a una caja petri, se le agreg6 etanol al 70% para matar a los nauplios y se contaron
por triplicado en un microscopio estereoscopico marca Zeiss modelo Stemi SV11.

Para el cultivo de Artemia las unidades experimentales fueron acuarios
rectangulares de plastico con capacidad de 55 L, para los experimentos se lavaron
con agua dulce a presion y se llenaron con 50 L de agua de mar filtrada mediante un

fitro de cartucho de 5 um. ElI proceso de desinfeccion de las unidades
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experimentales fue el mismo que se utilizdé con los recipientes de eclosion (Seccidon
6.5). Las unidades experimentales se mantuvieron con las condiciones de luz,
temperatura y aireacion utilizadas para los recipientes de eclosion (Seccién 6.5).

Una vez estimado el numero de nauplios por mL, se tomé el volumen
correspondiente a 250 000 nauplios y se traspaso a las unidades experimentales. El
crecimiento de los organismos fue monitoreado durante el experimento y se tomaron
muestras para analisis microbiolégicos y bromatologicos.

6.6 Produccion de biomasa de Artemia

Una vez estandarizadas las condiciones del sistema de cultivo para Artemia, asi
como la dosis seleccionada (60 mg-mL™"), se realizaron 4 experimentos para evaluar
supervivencia, desarrollo larval asi como calidad nutricional y carga bacteriana de la
Artemia producida. En todos los casos, la alimentacion comenzé a partir del segundo
dia post-eclosion. La elaboracion del alimento se realizé en condiciones estériles,
como se menciond anteriormente. Para la alimentacion, se pesaron 2 g (60 mg-mL™")
en peso humedo del alimento fermentado en una balanza Ohaus GT2100,
posteriormente cada porcion se pasé a un recipiente de plastico con tapa hermética,
mismo que se llend de agua de los mismos cultivos para diluir el alimento fermentado
en agua y asi verterlo en cada uno de los acuarios.

6.6.1 Produccién de Artemia con bacterias probiéticas

Las condiciones de eclosion, cultivo, elaboracién del alimento, forma de alimentacion,
control de los parametros fisico-quimicos, duracién del experimento y las réplicas de
los tratamientos, fueron realizadas como se menciond anteriormente (6.5 y 6.6). Los
tratamientos fueron: a) Exiguobacterium sp (Pro80), b) Bacillus subtilis, c) mezcla (de
ambas bacterias) y d) un control sin bacterias. Al final, se colecté biomasa para
realizar pruebas microbioldgicas y bromatolégicas como se describe en las secciones
6.8y 6.9.

6.6.2 Produccion de Artemia con probidticos y microalgas

En este experimento se evalud la supervivencia y desarrollo de nauplios de Artemia
franciscana alimentados con la mezcla de harinas y diferentes inéculos bacterianos,

y se comparo con un control basado en una mezcla de microalgas, los resultados en
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términos de supervivencia y desarrollo se evaluaron como se describe en la seccion
6.7.

Como se mencioné previamente, el alimento base fue Nestum® el cual fue
fermentado con una suspensién bacteriana de cada cepa, los tratamientos fueron: a)
Exiguobacterium sp. (Pro80), b) Bacillus subtilis, c) la mezcla de ambas bacterias (B.
subtilis y Exiguobacterium sp.) y d) un control basado en una mezcla de las
microalgas: Chaetoceros calcitrans, Nannochloropsis oculata y Pavlova lutherii, con
una proporcion de 2:1:0.8 respectivamente, con aproximadamente una densidad 1 x
10° de células mL™". Todos los tratamientos se hicieron por quintuplicado. Durante el
experimento se registré la temperatura, salinidad y pH, cuando fue necesario, se
regularon estos parametros mediante la inclusion de agua dulce para mantener las
mismas condiciones durante todo el experimento. Al finalizar se colectaron 50
organismos y se fijaron en etanol para la evaluacion de desarrollo, el resto de la
biomasa se pesé en humedo se congelé para liofilizarla y realizar la evaluacion
bromatoldgica (seccion 6.8). De igual forma se colecté biomasa para realizar pruebas
microbiolégicas para evaluar la presencia de bacterias, como se describe en la

seccion 6.9.
6.6.3 Produccion de Artemia con diferentes dosis de la mezcla de bacterias

Con los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se tomo la decision de
usar la mezcla de bacterias, se realizé una nueva evaluacion de la dosis de alimento

pero en este caso se aumentaron las dosis al doble, triple y cuadruple.

Las condiciones de cultivo, duracion de experimento, control de parametros
fisico-quimicos, alimentacion y numero de réplicas, fue de la misma manera que los
dos experimentos anteriores. Los tratamientos estuvieron basados en las dosis: 60
mg-mL”, 120 mg-mL™", 180 mg'mL" y 240 mg-mL™", con la mezcla de ambas
bacterias como dieta uUnica para todos los tratamientos. Al término de este
experimento, se utiliz6 biomasa para evaluar el crecimiento de Artemia y para la

realizacion de pruebas microbioldgicas y bromatoldgicas (Secciones 6.8 y 6.9).
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6.6.4 Produccion de Artemia con un alimento preparado en laboratorio y la
mezcla de bacterias

En este experimento se cambid la mezcla de harinas comercial Nestum® por una
mezcla de harinas de cereales, la evaluacion se realizé a la dosis de 180 mg-mL™" y
se comparo con un control sin bacterias. La mezcla de harinas se preparé como se

menciona en la seccion 6.2.

Posteriormente se realizd un experimento utilizando esta mezcla de harinas en
vez de Nestum®. Para la fermentacién de la mezcla de harinas se siguié el mismo
procedimiento descrito anteriormente, se inocul6 con la suspension de bacterias, con

periodos de incubacién de 24 h a 35°C y la dosis de 180 mg-mL™".

Para evaluar el nuevo alimento, se prepardé un experimento similar a los
descritos anteriormente. El alimento se esterilizd en autoclave. La dosis que se uso6
en este experimento fue la seleccionada del experimento anterior de 180 mg-mL'1.
Las condiciones temperatura, salinidad y pH, se mantuvieron como en los
experimentos anteriores. En este experimento se utilizaron dos tratamientos: a)
Mezcla de bacterias y b) control sin bacterias, con 8 réplicas cada uno. Al final del
experimento, se evalud la supervivencia y el desarrollo de los nauplios de Artemia
franciscana. De igual forma, se obtuvo biomasa al final para hacer pruebas

microbioldgicas y bromatoldgicas, como se menciona en las secciones 6.8 y 6.9.
6.7 Evaluacion de la supervivencia y desarrollo de Artemia
6.7.1 Supervivencia

La supervivencia de Artemia se registré al final de cada experimento mediante
técnicas estandar de conteo de larvas de Artemia, para lo cual se colectaron la
biomasa de Artemia de cada acuario en un tamiz de 5 ym mediante un sifén, luego
se pasaron a una probeta con capacidad de 1 L, de esta se tomé 1 mL y se aforé en
una probeta de 100 mL de ella se volvi6 a tomar 1 mL y se afor6 en 50 mL.
Posteriormente se tomd 1 mL de este ultimo y se coloco en una caja de petri a donde

se agregaron 5 mL de etanol al 70% para fijar a los organismos y contabilizarlos. Una
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vez conocido el numero de organismos contenidos en 1 mL, se extrapolé al volumen
de las unidades experimentales para conocer el total de organismos que

sobrevivieron en cada acuario al final de cada experimento.
6.7.2 Desarrollo

Al final de cada experimento, de cada réplica y de cada tratamiento se tomo6 una
muestra de 50 organismos, que se fijaron en etanol al 70% y se almacenaron en
tubos eppendorf. El desarrollo larval de cada individuo se determiné de acuerdo a los
estadios de vida descritos por Scherhardt (1987) utilizando un microscopio

estereoscopico marca Zeiss modelo Stemi SV11.

El grado de desarrollo en cada muestra se estimé mediante una adaptacion
del indice de desarrollo (I.D.) sugerido para camarén por Villegas y Kanazawa
(1979).

I.D.= 2 AN

Donde A, es la etapa de desarrollo larval de cada organismo, en este caso, los
estadios larvales de Artemia a los cuales se les asignaron los siguientes valores: Del
1 al 4 los estadios de metanauplio | a IV, del 5 al 11 los estadios de postmetanauplio
I a VII, de 12 al 16 los estadios de postlarva | a V y 17 el estadio de adulto y N es el
numero de organismos en la muestra, que en todos los casos fue de 50 organismos.

Ver tabla de estadios de desarrollo en apéndice 8.

A los datos obtenidos de supervivencia y de desarrollo de Artemia en los 4
experimentos de produccién de Artemia a escala de laboratorio en condiciones no
axénicas, se les aplico la prueba de normalidad de Kolmogdérov-Smirnov,
posteriormente se analizaron mediante un analisis de varianza de una via para su

comparacion.
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6.8 Evaluaciéon del contenido nutricional Artemia

Al final de cada experimento, la biomasa de Artemia de todas las réplicas se colectd
en un filtro Millipore de 250 mL, las réplicas de cada tratamiento se mezclaron para
su almacenamiento. La biomasa de Artemia se concentré en tamices de 100 ym y se
mantuvieron a -20°C para su posterior uso. Las muestras se liofilizaron y se

almacenaron de nuevo a -20°C.
6.8.1 Lipidos totales y perfil de &cidos grasos

Las muestras fueron enviadas para su analisis al laboratorio cromatografia del
CIBNOR. La extraccion de lipidos totales se hizo siguiendo el método de Bligh y Dyer
(1959) adaptado para extraccion de lipidos de microalgas y la determinaciéon de
acidos grasos se realizo por cromatografia de gases-espectrometria de masas, para
lo cual se utilizé el procedimiento para la esterificacion (derivatizacion) catalizada por
acidos, este método esta basado en la esterificacion acida utilizando HCL-Metanol

5:95 v/v propuesto por Sato y Murata (1988).
6.8.2 Proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizé el método de Bradford para proteinas
solubles (Bradford, 1976). Se peso 0.1 g de cada muestra liofilizada y se resuspendi6
en 1.5 mL de agua destilada, posteriormente cada muestra se homogeneizé y se
centrifugd 10 minutos a 5°C, a 13000 rpm, se recuperd el sobrenadante y se
almacené a -20°C. Se tomaron 8 uL de cada muestra, se colocaron en tubos de
ensaye y se aforaron a 800 pL con agua destilada, posteriormente se agregaron 200
ML de la solucién reactivo de Bradford (BIORAD) y se mezclé con vortex. Finalmente
se hizo la lectura de absorbancias en un espectrofotometro Beckman DU-640 en
cubetas de plastico a 595 nm, se utilizé agua destilada como blanco. Para calcular la
cantidad de proteina en las muestras se realizé una curva estandar tipo con albumina

sérica bovina hasta una concentracién maxima de 50 ug mL™" en intervalos de 10 ug.
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6.8.3 Carbohidratos solubles

Se realizdé la determinacion de carbohidratos siguiendo el protocolo de Vega-
Villasante et al. (1993) modificado. Las muestras liofilizadas fueron resuspendidas y
almacenadas como se menciona en el apartado anterior. Se colocaron 50 uL de
muestra en tubos de ensaye, se les agregd 100 uL de Na,COs3; 2N, posteriormente se
agrego 750 uL de reactivo DNS se pusieron a hervir a baino Maria durante 15
minutos, finalmente se hizo la lectura de absorbancias a 550 nm en un
espectrofotometro Beckman DU-640 en cubetas de plastico, se utilizo agua destilada
como blanco. Para calcular la cantidad de carbohidratos se realiz6 una curva
estandar tipo con glucosa hasta una concentracién maxima de 50 pg mL" en

intervalos de 10 ug.

6.9 Evaluacién de la presencia de bacterias en Artemia producida con

probidticos
6.9.1 Presencia de Vibrio

Para detectar la presencia de bacterias del género Vibrio, se procesaron muestras de
Artemia al final de cada experimento. De cada réplica se tomaron 50 organismos y se
procesaron en conjunto (250 artemias por tratamiento). Se concentraron en un tubo
de ensaye con 3 mL de solucién salina estéril (NaCl 2.5%) y se homogeneizaron con
un disruptor de tejidos, posteriormente se hicieron diluciones decimales en tubos de
ensaye con 4.5 mL de solucion salina estéril (NaCL 2.5%) e inocularon en placas de
tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS), el cual es un medio selectivo para bacterias
del género Vibrio. Las placas se incubaron durante 24 h a 35°C, posteriormente, se
hizo el conteo del numero de colonias en cada placa, las colonias mas
representativas que crecieron en TCBS se aislaron, purificaron y fueron identificadas
bioquimicamente con el sistema de multipruebas bioquimicas Biolog GN2, para lo

cual se siguieron las instrucciones proporcionadas por el proveedor.
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6.9.2 Presencia de las bacterias probidticas

Simultaneamente, se tomaron muestras de biomasa de Artemia de la forma descrita
anteriormente, asi como también algunas muestras del agua de las unidades
experimentales, en este caso, se tomaron alicuotas y se almacenaron en tubos
eppendorf a -20°C. Estas muestras se identificaron por medio de métodos
moleculares en el Laboratorio de Biotecnologia Industrial del Centro de Biotecnologia

Gendmica del IPN en Reynosa Tamaulipas.

Las muestras de Artemia producida fueron homogeneizadas con un disruptor
de tejidos (2-5 segundos), a excepcion de las muestras de agua. Posteriormente, se
sembraron en los medios liquidos de Triptona-glucosa-levadura (TGY) que es un
medio no selectivo y caldo marino en matraces con capacidad de 250 mL, los tubos
se incubaron a temperatura ambiente por 24 h. Luego de este tiempo, se tomaron
100 mL de cada matraz y se sembraron en placa por dispersion en los medios
sélidos de TGY y agar marino, se incubaron a temperatura ambiente por 24 h.
Después se seleccionaron las colonias mas representativas morfolégicamente y se
aislaron en medio LB (Luria Bertani) por estria cruzada. La biomasa obtenida de
cada cepa se concentrdé en tubos falcon de 15 mL y se hicieron triplicados de estos

aislamientos en tubos eppendorf con capacidad de 1.5 mL.

Una vez obtenidos los triplicados, se iniciaron las pruebas moleculares para la
identificacion de las bacterias aisladas. Se extrajo ADNg de cada una de las
muestras mediante el método de Fenol-Cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987).
Después de la extraccion, se realizd la amplificacion mediante la técnica de ERIC-
PCR (Enterobacterial repetitive intyergenic concensus), (Apendice 11). A los
productos de PCR se les realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%
para corroborar la amplificacién, dicho gel se visualizé con luz ultravioleta en un
fotodocumentador Kodak Gel Logic 112. La purificacion de los amplicones obtenidos
se hizo utilizando el kit comercial para purificacion BigDye X Terminator®. Una vez
hecha la purificacién, se procedi6 a realizar la secuenciacion de dichos productos de

PCR, para lo cual se utilizé el kit comercial de purificacion BigDye® Terminator v3.1.

27



Las condiciones de reaccion de cada uno de estos métodos fueron descritas en la
seccion 6.1.3.

Las secuencias obtenidas se cambiaron a formato FASTA para limpiarlas y
alinearlas mediante el programa MEGA 4.0. Una vez alineadas dichas secuencias,
se compararon con la base de datos de Blast de NCBI para su identificacion,
posteriormente se generé un arbol de similitud mediante el algoritmo de
agrupamiento UPGMA (unweighted pair group method using aritmethic average)

usando el programa Mega 4.0.
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7. Resultados
7.1 Identificacion molecular de la cepa Pro80

Se obtuvieron tres secuencias de la cepa Pro80 con los protocolos utilizados, con las
cuales se integré una sola secuencia y se compard con secuencias de la base de
datos de BLAST de NCBI (apéndice 6) para su identificacion y se creo el siguiente
arbol de similitud (Fig. 2). La cepa Pro80 se identific6 como Exiguobacterium sp. con

un nivel de similitud de 92, basado en el analisis de la secuencia del gen 16s ARNTr.

Exiguobacterium sp EF1776
Uncultured bacterium GQ0808
Exiguobacterium sp. FN4358
Uncultured bacterium GQ0810
Uncultured bacterium GQ0810
Uncultured bacterium GQO0810
92| Exiguobacterium sp GU3392
Cepa P80
g7|| E- mexicanum AM072764
Exiguobacterium sp. DQ302410
99 Bacillus cereus GU222440

93! Bacillus thuringiensis GU434216
L Clostridium acetobutylicum CAU16166

75

Bacillus subtilis strain AF443056
I 483{ Staphylococcus sp. ACFR01000032
Bacillus sp. ADFH01000129
54| Staphylococcus saprophyticus AF500267
‘ Bacillus subtilis AF443070
81! Escherichia coli GU445361
S N R

Figura 2. Arbol de similitud de la secuencia de la cepa Pro80 con las secuencias

obtenidas de bacterias en la base de datos de Blast de NCBI
7.2 Produccion del alimento para Artemia

De las pruebas que se hicieron con las diferentes proporciones de peso: volumen, se
eligié la proporcion de 3:1 (Nestum®: agua) debido a que mantuvo la mezcla
homogénea e hidratada y se logro el crecimiento bacteriano, ademas de que facilitd
la preparacién y el manejo del alimento. Por otro lado, la esterilizacién previa del

alimento fue un paso necesario ya que de esta manera se evité la presencia de otros
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microorganismos que pudieran contaminar el alimento, ya que en experimentos
anteriores ocurria la contaminacion por hongos, asi mismo la inclusion de los
in6culos bacterianos y la incubacion del alimento preparado se realizé siempre en

condiciones de esterilidad para garantizar la ausencia de contaminacion.
7.2.1 Tiempo de fermentacion y tamafo de indculo

En esta primera fase de experimentos se determind el tiempo de fermentacion del
alimento para Artemia y el tamafo del in6culo bacteriano de las cepas Pro80 y

Bacillus subtilis, asi como una mezcla de ambas.
a) Tiempo de fermentacién y tamafio de in6culo de la cepa Pro80

El tiempo de fermentacién y tamafio de inéculo se determinaron después de 24 h de
monitoreo del alimento inoculado con la cepa Pro80 con las diferentes
concentraciones mencionadas. Los datos de UFC obtenidos no fueron normales (k-s
d=0.34915, p<0.01) ni homocedasticos (Bartlett, X21,=62.87, p<0.01), por lo que se
analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis, la cual detecté diferencias significativas a
lo largo del tiempo (p=0.0257, p<0.05). Se observé un pobre desarrollo de la cepa
Pro80 en el alimento a lo largo de 24 h, sin embargo, se mantuvo presente durante el

experimento (Fig. 3).
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Figura 3. Datos promedio de UFC de la cepa Pro80 en el alimento monitoreado
durante 24 h y sus desviaciones estandar. Se detectaron diferencias significativas

entre b con el resto de los promedios de a (p<0.05).

En el caso de los inéculos (0.1, 0.5 y 1 x 10° UFC) se detectaron diferencias
significativas (p<0.05). Se observé un mayor promedio de UFC con los tratamientos
0.5y 1 x 10° que con 0.1 x 10° UFC, ésta ultimo presentd el promedio mas bajo de
UFC (Fig. 4).
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Figura 4. Se muestran valores promedio de UFC en el alimento (mezcla de harinas)
después de 24 con tres diferentes concentraciones de bacterias y sus desviaciones

estandar. Se presentaron diferencias significativas entre a y b (p<0.05).
b) Tiempo de fermentacion y tamafio de inéculo de Bacillus subtilis

Se detectaron diferencias significativas a lo largo de tiempo (p<0.05), se observo que
el promedio de UFC de B. subtilis muestra un crecimiento constante de esta bacteria

en el alimento (Fig. 5).

Por otro lado, no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
tamafios de inéculo (0.1-0.5 x 10° y 0.1-1 x 10° UFC) (p>0.05), sin embargo se
observé un comportamiento similar al del experimento anterior, en el que las
concentraciones mas altas tienden a presentar una mayor tendencia de UFC que la

concentracion 0.1 x 10° (Fig. 6).

32



UFC-g(x109%)

b
b
5.
3r a
a

a
2.
O )

0 6 12 18 24

Tiempo (h)
Figura 5. Datos promedio y desviaciones estandar de UFC de Bacillus subtilis en el
alimento (mezcla de harinas) a lo largo del tiempo durante 24 h de monitoreo. Se

presentaron diferencias significativas entre a y b (p<0.05).
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Figura 6. Datos promedio y desviaciones estandar de Bacillus subtilis en el alimento
(mezcla de harinas) con tres diferentes concentraciones de bacterias después de 24
h. No se presentaron diferencias significativas entre los diferentes tamafos de
in6culo (p>0.05).

c) Tiempo de fermentacién y tamafio de in0culo de la mezcla de bacterias

El tiempo de fermentacion y el tamafo de in6culo fueron determinados como se
indica anteriormente. Se encontraron diferencias significativas a lo largo del tiempo
(p<0.01), se observo un incremento constante del promedio de UFC de la mezcla de

bacterias en el alimento las 24 h, similar al experimento con B. subtilis (Fig. 7).

Por otro lado, no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
tamanos de ino6culo (p>0.05). En la figura 8 se observa que con la concentracion de
0.5 x 10° UFC se obtiene un promedio de UFC superior al de las otras
concentraciones, de igual forma se presenta una tendencia de crecimiento similar al

experimento con B. subtilis.
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Figura 7. Datos promedio y desviaciones estandar de UFC de la mezcla de bacterias
en el alimento (mezcla de harinas)a lo largo del tiempo durante 24 h. Se presentaron

diferencias significativas entre ay b (p<0.01).
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Figura 8. Datos promedio y desviaciones estandar de la mezcla de bacterias en el
alimento (mezcla de harinas) con tres diferentes concentraciones de bacterias
después de 24 h. No se presentaron diferencias significativas entre los tamafnos de

in6culo (p>0.05).
7.2.2 Evaluacién del efecto antagonico entre las cepas probidticas

Una vez que finalizé el experimento para determinar el tiempo de fermentacion con la
mezcla de bacterias, se observd que no se presentd crecimiento de la cepa Pro80
sino solo de Bacillus subtilis, por lo que se realizé6 una prueba de antagonismo en
placa por medio del método de doble capa en agar marino mediante la técnica de
Dopazo et al. (1998). Una vez realizada dicha prueba se corroboré que si existe un
efecto antagonico ejercido por Bacillus subtilis sobre la cepa Pro80. En la Figura 9 se
observé un halo de inhibicion alrededor de B. subtilis, donde no se presentd

crecimiento de la cepa Pro80.
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Figura 9. Efecto antagdnico de Bacillus subtilis sobre Exiguobacterium en doble capa
de agar marino. (a) halo de inhibicion de B. subtilis.

7.3 Regulacion de pH

Se hicieron tres mediciones de pH del alimento con las cepas Pro80 y con Bacillus
subtilis durante 24 h, se pudo observar que en ambos casos el tratamiento sin
amortiguador present6 un nivel de pH por debajo de 6 (acido), con las dos soluciones
de fosfatos los valores de pH oscilaron entre 6 y 6.5, con el bicarbonato de sodio los
valores de pH con ambas bacterias se mantuvieron entre 7 y 8. Se presentaron
diferencias significativas entre el tratamiento de bicarbonato de sodio con respecto a
los tratamientos de la cepa Pro80 (p<0.05), de igual forma se presentaron diferencias
significativas a lo largo del tiempo entre cada tratamiento (p<0.05) (Fig. 10). Los
mismos resultados se observaron con Bacillus subtilis, se presentaron diferencias

significativas entre el tratamiento de bicarbonato de sodio y el resto de los
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tratamientos (p<0.05), asi mismo se presentaron diferencias significativas a lo largo

del tiempo entre cada tratamiento (p<0.05) (Fig. 11).
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Tiempo (h) EJ NaHCO 4
Exiguobacterium sp.

5.0

Figura 10. Datos promedio y desviaciones estandar de pH de alimento (mezcla de
harinas) inoculado con Exiguobacterium sp. a lo largo de 24 h. Donde (a) mantiene
un alto valor de pH durante el tiempo y es diferente estadisticamente del resto de los

tratamientos b y ¢ (p<0.05).
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Figura 11. Datos promedio y desviaciones estandar de pH de alimento (mezcla de
harinas) inoculado con B. subtilis a lo largo de 24 h. Donde (a) mantiene un valor alto
de pH durante el tiempo y es estadisticamente diferente al resto de los tratamientos b
y ¢ (p<0.05).

7.4 Experimentos con Artemia

7.4.1 Seleccién de la dosis de alimento 6ptima para un cultivo axénico de
Artemia

Se encontraron diferencias significativas entre las dosis (p<0.05) sin embargo se
observéd mayor consumo promedio de alimento con la dosis de 100 mg-mL™ (3.1 x
10 g) que el resto de las dosis.

7.4.2 Seleccion de la dosis de alimento 6ptima para un cultivo de Artemia no
axeénica

En este experimento, en condiciones no axénicas se utilizaron todas las dosis de
alimento, ya que el consumo del resto de las dosis fue homogéneo. Se presentd una
mortalidad del 100% para las dosis mayores (100, 130 y 160 mg-mL™), por lo cual
fueron descartadas para experimentos posteriores. No hubo diferencias significativas

entre las dosis de 30 y 60 mg-mL" (p>0.05) se observd una tasa promedio de
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consumo de 7 x 10 g para ambas dosis a las 18 h de cada dia, luego se observé
una disminucién en el consumo a las 24 h.

7.4.3 Tasa de consumo del alimento con las dosis seleccionadas

Este experimento se realizd con las dosis de 30 y 60 mg-mL™" para determinar cual
de éstas se utilizaria para la produccion de biomasa de Artemia en experimentos a
nivel de laboratorio. No se presentaron diferencias significativas entre las dosis
(p>0.05). Se observé una tasa promedio de consumo de 1.9 x 10”° g-dia.

Finalmente se selecciond la dosis de 60 mg-mL'1 para los experimentos con
Artemia no axénica a escala de laboratorio con el objetivo de que los nauplios no
fueran subalimentados, considerando qué la densidad de éstos seria mayor en
dichos experimentos.

7.5 Efecto del alimento fermentado en la supervivencia y desarrollo de Artemia
no axénica a escala de laboratorio

7.5.1 Produccion de Artemia con bacterias probidticas

Se hizo la evaluacion de la supervivencia y desarrollo de Artemia con tratamientos
basados en alimento fermentado con diferentes probidticos y un control sin bacterias.
No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05). Se
observé una tendencia mayor en la supervivencia (40%) con la mezcla de
Exiguobacterium sp. y B. subtilis que con el resto de los tratamientos, el control sin

bacterias present6 el menor porcentaje de supervivencia (32%) (Fig. 12).
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Figura 12. Datos promedio y desviaciones estandar de supervivencia de Artemia
producida con alimento fermentado con bacterias probidticas y un control sin
bacterias (p>0.05)
No se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
con respecto al desarrollo de Artemia (p>0.05). Se observé una tendencia de la
mezcla de bacterias a presentar un grado de desarrollo entre postmetanauplio Il y

postmetanauplio Ill, ligeramente arriba del resto de los tratamientos (Fig. 13).
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Figura 13. Grados de desarrollo de Artemia alcanzados con alimento fermentado con

diferentes bacterias probidticas (valor de indice de Desarrollo).

7.5.2 Produccion de Artemia con probidticos y con microalgas.

En este experimento se hizo la evaluacion de la produccién de Artemia con alimento
fermentado por bacterias probidticas y un control basado en una mezcla de
microalgas, previamente descritas. No se presentd diferencia significativa en la
supervivencia entre los tratamientos (p>0.05). Se pudo observar que con la mezcla
de Exiguobacterium sp. y B. subtilis tiende a presentarse el mayor porcentaje de
supervivencia (8%), mientras que la menor supervivencia se obtuvo con microalgas
(2%) (Fig. 14).
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Figura 14. Datos promedio y desviaciones estandar de supervivencia de Artemia
producida con alimento fermentado con diferentes probioticos y un control con

microalgas.

No se encontro diferencia significativa en el desarrollo de Artemia entre los
tratamientos de alimento fermentado con probiéticos y un control de microalgas
(p>0.05). Se observo que los tratamientos de mezcla de bacterias y microalgas,
tienden a presentar los estadios de desarrollo mas avanzados (Postmetanauplio Il y

postmetanauplio IV) en comparacion con el resto de los tratamientos (Fig. 15).
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Figura 15. Grado de desarrollo de Artemia alcanzados producida con alimento
fermentado con diferentes probiéticos y un control con microalgas (valor de indice de

Desarrollo).

7.5.3 Producciéon de Artemia con diferentes dosis de alimento con la mezcla de

bacterias (Exiguobacterium sp. y Bacillus subtilis)

Se realizd la evaluacion de diferentes dosis del alimento fermentado con la mezcla
de bacterias. Se present6 diferencia estadistica significativa entre los tratamientos
(p<0.05). Se observé el mayor porcentaje de supervivencia (50%) con la dosis de
180 mg-mL™", con respecto a la dosis de 120 mg-mL™" con la que se observé el menor

porcentaje de supervivencia (20%) (Fig. 16).
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Figura 16. Datos promedio y desviaciones estandar de supervivencia de Artemia con

diferentes dosis del alimento fermentado con la mezcla de bacterias.

Se observo que la dosis de 120 mg-mL™ tiende a presentar los estadios de desarrollo
mas avanzados que el resto de las dosis (postmetanauplio lll-postmetanauplio V),
seguida de la dosis de 180 mg-mL™" (Fig. 17). Sin embargo la diferencia no fue

significativa (p>0.05).
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Figura 17. Grado de desarrollo de Artemia alcanzados con alimento fermentado con

Estadio de desarrollo

diferentes dosis de la mezcla de bacterias (Exiguobacterium sp. y B. subtilis) (valor

de indice de Desarrollo).

7.5.4 Produccion de Artemia con un alimento preparado en laboratorio y la

mezcla de bacterias

Se realizd la evaluacion de un alimento preparado en laboratorio con la mezcla de
bacterias mencionada y un control sin bacterias. No se encontré diferencia
estadistica significativa entre la mezcla de bacterias y el control (p>0.05). Se observo
con la mezcla de bacterias una supervivencia ligeramente menor que el control sin
bacterias (20%) (Fig. 18).
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Figura 18. Datos promedio y desviacion estandar de supervivencia de Artemia

producida con alimento preparado en laboratorio con probioticos y el control sin

bacterias.

No se encontré diferencia significativa entre los tratamientos. Se observé con
el tratamiento de la mezcla de bacterias una tendencia a presentar estadios de
desarrollo mas avanzados, respecto al control sin bacterias (postmetanauplio IlI-

postmetanauplio IV) (Fig. 19).
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Figura 19. Grado de desarrollo de Artemia alcanzados con el alimento preparado en
laboratorio con la mezcla de probiéticos y un control sin bacterias (valor de indice de

Desarrollo).
7.6 Evaluacion del contenido nutricional de Artemia
7.6.1 Lipidos totales, acidos grasos, proteinas y carbohidratos solubles

Se tomaron muestras de Artemia producida con los tratamientos basados en las
bacterias probidticas, la mezcla de éstas y se compard con Artemia producida con
microalgas; a las cuales se les realizd la extraccion de lipidos totales, determinacion
de proteinas y de carbohidratos con los métodos descritos anteriormente. Se pudo
observar que el mas alto porcentaje de lipidos totales (10%) se obtuvo con Artemia
producida con microalgas seguido por B. subtilis (9%). EI mayor porcentaje de
proteinas se observo con la mezcla de bacterias (20.2%), seguida del tratamiento
con microalgas (19.7%). El porcentaje mas alto de carbohidratos también se observé
con Artemia producida con microalgas (1.8%) (Tabla 1). Las mismas pruebas se
hicieron para el resto de los experimentos donde se obtuvo biomasa de Artemia (Ver

apéndice 4y 5).
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Tabla 1. Porcentaje de lipidos totales (datos unicos), proteinas y carbohidratos de las
muestras de Artemia con diferentes fuentes de alimento inerte con probidticos, se
muestran valores de desviacion estandar (d e) para los porcentajes de proteinas y

carbohidratos.

Alimento Lipidos Proteinas Carbohidratos
Bacillus subtilis 9% 19.5% 0.66de 1.3% 0.04de
Microalgas 10% 19.7% 0.54de 1.8% 0.04de
Mezcla de bacterias 8.5% 20.2% 0.05de 1.3% 0.02de
Exiguobacterium sp. 8.8% 16.3% 0.22de 1.1% 0.09de

Una vez obtenidos los extractos de lipidos de todas las muestras, se realizo la
determinacién de los acidos grasos contenidos en dichas muestras siguiendo el
protocolo propuesto por Sato y Murata (1988); se identificaron un total de 33 acidos
grasos y se obtuvo el porcentaje de cada uno por muestra (apéndice 3). Se detectd
la presencia de acido eicosapentanioco observandose el mayor porcentaje con la
Artemia alimentada con microalgas, de igual forma se observo la presencia de este
acido graso esencial en el resto de las muestras a excepcion del alimento sin
bacterias. Se observd la presencia de acido palmitico en todas las muestras, el
mayor porcentaje se presentd con el control sin bacterias. Se observo el mayor
porcentaje de acido linoleico con el control sin bacterias. No se detecto la presencia
de acidodocosahexaenoico en ninguna de las muestras procesadas. En la tabla 2, se
muestran los acidos grasos que se observaron en mayor porcentaje en las muestras
(Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de concentracion (ug mg™', peso seco) de los acidos grasos

identificados en las muestras de Artemia alimentada con los diferentes tratamientos.

Acido Nombre acido Mezcla Exiguobacterium Control sin
graso graso Microalgas B. subtilis bacterias sp. bacterias
16:0 Palmitico 11.89 6.46 5.76 5.77 17.85

18:0 Estearico 8.35 9.07 9.00 12.20 1.73

18:1 (n9) Oleico 11.33 11.20 10.48 9.68 20.05
18:2 (n6) Linoleico 12.64 16.79 15.12 14.15 52.91

18:3 (n3) Linolénico 10.71 1.66 1.64 1.79 3.39

20:4 (n6) Araquidonico 8.15 9.27 11.93 7.86 0.00

20:5 (n3) Eicosapentanoico 9.19 8.18 6.46 4.97 0.00

7.7 Evaluacién de la presencia de bacterias en Artemia producida con

probioticos

7.7.1 Presencia de Vibrio

Se aislaron 13 cepas en medio de cultivo TCBS de los experimentos de produccion

de Artemia a escala de laboratorio. Se utilizé el sistema de multipruebas Biolog®,

basado en 96 fuentes de carbono, para su identificacion. Sin embargo solo se

pudieron identificar 6 de éstas a nivel de especie, las cuales pertenecen a: Vibrio

alginolyticus. Las cepas restantes no pudieron ser identificadas en su totalidad, pero

fueron cercanas a las especies: Vibrio tubiashii, V. carchariae, V. alginolyticus y

Pseudomonas creosotensis (Tabla 3).
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Tabla 3. Identificacion de Vibrio mediante el sistema de multipruebas bioquimicas

Biolog® de las cepas aisladas en medio de cultivo TCBS.

Clave Identificacién % Muestra

A Vibrio tubiashii * Cultivo con B. subtilis
B Vibrio alginolyticus 99 Cultivo con B. subtilis
C Vibrio carchariae * Cultivo con B. subtilis
D Vibrio alginolyticus * Cultivo con B. subtilis
E Vibrio alginolyticus 100 Cultivo con B. subtilis
F Vibrio carchariae * Alimento con B. subtilis
G Vibrio alginolyticus 100 Cultivo con B. subtilis
H Vibrio alginolyticus 98 Cultivo con B. subtilis

Vibrio alginolyticus 100 Cultivo con B. subtilis

J Pseudomonas * Cultivo con mezcla de
creosotensis bacterias

K Vibrio carchariae * Cultivo con mezcla de
bacterias

L Vibrio carchariae * Cultivo con microalgas

M Vibrio alginolyticus 100  Cultivo con mezcla de

bacterias

% Probabilidad de una correcta identificacion
* Sin porcentaje de identificacion
7.7.2 Presencia de bacterias probidticas

Se obtuvieron 117 aislamientos de las muestras de biomasa de Artemia provenientes
de los cultivos experimentales, a los cuales se les realizaron las pruebas moleculares
mencionadas (seccion 6.9.2). Se obtuvieron 56 secuencias del total de muestras, se
identificaron con base en el analisis den gen 16s ARNr y se cre6 el siguiente arbol de
similitud (Fig. 20).
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Vibrio alginolyticus FM204870
Vibrio natriegens FM999825
Muestra 100 control

Vibrio parahaemolyticus EU652248
Vibrio sp. FJ357682

Vibrio sp. FJ981878

Vibrio sp. FJ981891

Vibrio alginolyticus DQ991208
Muestra 117 Exiguobacterium sp.
Vibrio alginolyticus DQ991209
Muestra 38 mezcla

Muestra 123 mezcla

Muestra 128 mezcla

Muestra 127 B. subtilis
Muestra 131 B. subtilis
Muestra 119 B. subtilis
Muestra 124(b69) B. subtilis
Muestra 132 B. subtilis

Vibrio harveyi AB512465
Muestra 122 B. subtilis

Vibrio harveyi GU064358
Muestra 129 B. subtilis
Muestra 8 control

Muestra 120 (69) Mezcla
Vibrio fluvialis FJ176464
Vibrio fluvialis X74703
Muestra 120 (71) mezcla
Muestra 79 mezcla

Muestra 120(71) mezcla

1
0.000

Figura 20. Arbol de similitud de las bacterias identificadas pertenecientes al género

Vibrio provenientes de muestras de biomasa de Artemia basado en el analisis de la

secuencia del gen 16s ARNTr.

Se hizo la comparacién de las secuencias obtenidas de las muestras de los cultivos

de Artemia, mismas que se compararon con la base de datos de Blast NCBI. En la
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figura 19, se observa la clave de cada muestra asi como el cultivo del cual proviene,
asi mismo, las clave de secuencia de Blast de los Vibrio utilizados para la

comparacion.
8 Discusion
8.1 Identificacion molecular de la cepa Pro80

El género Exiguobacterium comprende especies y cepas psicrotroficas, mesofilicas y
termofilicas moderadas (Vishnivetskaya et al., 2005). Este género fue descrito por
primera vez por Collins et al. (1983) con la caracterizacién de la especie tipo
Exiguobacterium aurantiacum. Este tipo de cepas han sido aisladas o detectadas
molecularmente en un amplio rango de habitats incluyendo ambientes frios y
calientes (-12 a 55°C) desde el pergelisol siberiano hasta suelos tropicales. Especies
de este género han sido caracterizadas y descritas en asociacion con quistes
comerciales de Artemia franciscana (Lopez-Cortés et al., 2006). Diversas cepas de
Exiguobacterium poseen propiedades de interés en biotecnologia, biorremediacion,
industria, agricultura y recientemente en acuicultura (Orozco-Medina et al., 2002;
Carmona-Pérez 2006; Hipolito-Morales et al., 2008). En este trabajo, se utilizé la
cepa Pro80 proveniente de quistes de Artemia franciscana, como probidtico,
posteriormente mediante pruebas moleculares (ERIC-PCR) se identificé a esta cepa
como Exiguobacterium sp. (Fig. 2), lo cual coincide con las -caracteristicas
cosmopolitas y de asociacibn a diversos ambientes que este género posee
(Rodrigues y Tiedje, 2007). De igual forma, su implementacién como probidtico para
la produccién de Artemia es un area que esta siendo explorada, considerando la
versatilidad y las propiedades de este género que le confieren un uso para fines

biotecnolégicos y acuicolas como las que se proponen en este trabajo.
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8.2 Produccién de alimento para Artemia

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el crecimiento
y la actividad de microorganismos y se utiliza ampliamente para la produccion de
alimentos (Sanjeev y Sandhu, 1990). A través de esta técnica los alimentos se
vuelven mas digeribles, se destruyen factores antinutritivos y se mejora la inocuidad
de los alimentos (Garcia-Garibay et al., 2000). En ganaderia es comun el uso de
alimentos fermentados para la crianza de los animales (ensilaje), en acuicultura se
empieza a utilizar considerando el papel importante que los microorganismos tienen
en los tanques de produccion. Se han propuesto dietas fermentadas en estado
liquido por bacterias probidticas (Carmona-Pérez, 2006) para la produccion de
Artemia, sin embargo su implementacion a una escala mayor resulta impractica
debido a las cantidades de fermento que se requieren producir, por esta razén el
propésito de este trabajo fue utilizar la fermentacién en estado sélido/semisdlido para

la produccién de Artemia franciscana.
8.3 Tiempo de fermentacion y tamafio de inoculo

Las bacterias, asi como los hongos, son microorganismos que se utilizan en
procesos de fermentacion para convertir los materiales crudos en productos con
cualidades alimenticias aceptables. En fermentaciones naturales, el proceso se
realiza sin el uso de un indculo iniciador, sino que la microbiota natural es la que
produce las caracteristicas uUnicas del alimento a través de sus productos
metabdlicos (Holzapfel, 2002). La microbiota asociada a procesos naturales de
fermentacion, es por lo general, desconocida, incontrolable e impredecible y cuando
los rendimientos son inestables y los microorganismos involucrados en la
fermentacion dejan de crecer y proliferan patdégenos, se utiliza la fermentacion
controlada, en la que los microorganismos fermentativos son aislados, caracterizados
y mantenidos para su uso (Hansen, 2002). Estos microorganismos se denominan
como cultivos iniciadores, los cuales, son incorporados al material que se desea
fermentar en gran numero e incubados bajo condiciones 6ptimas para promover su

crecimiento. Los metabolitos producidos por los cultivos iniciadores proporcionan
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estabilidad al alimento, sabor, aroma asi como actividad proteolitica y lipolitica,
ademas de inhibir microorganismos nos deseados (Giraffa, 2004). La efectividad de
este tipo de produccién de alimento no solo depende del tipo de microorganismos
utilizados, sino directamente del numero de células, lo cual determinara su viabilidad.
En este estudio, se trabajo bajo condiciones controladas para garantizar el

crecimiento de las bacterias inoculadas durante las 24 h de incubacioén del alimento.

La mayoria de los estudios de microbiologia alimenticia no proveen de
informacion cuantitativa de los microorganismos (Giraffa, 2004). Por esta razén, en
estos experimentos, se utilizaron diferentes tamafos de inéculo bacteriano para
establecer el numero celular del cultivo iniciador para fermentar el alimento inerte

(mezcla de harinas).

En el experimento con Exiguobacterium sp. no se observd un crecimiento
constante a lo largo del tiempo de incubacion (Fig. 3), lo que sugiere que esta
bacteria sélo se mantiene presente en la matriz del alimento durante el tiempo de
incubacion. Por otro lado, respecto al tamafio de indculo, se observé un mayor
promedio de UFC con las concentraciones de 0.5y 1 x 10° UFC, esto se debio6 a la
mayor cantidad de bacterias que se inocularon en el alimento desde el principio del
experimento (Fig. 4). Carmona-Pérez (2006), utilizé Exiguobacterium sp. como
microorganismo promotor de la fermentaciéon de alimento inerte para Artemia en
estado liquido, Los resultados de este experimento, sugieren que Exiguobacterium
sp. no tiene la misma capacidad de colonizar una matriz semisélida de alimento
inerte que en una matriz liquida. Rehm (1993) destaca que una de las propiedades
principales de los microorganismos involucrados en procesos de fermentacion, es su
capacidad de colonizacion, sin embargo, la dinamica de estos microambientes no
solo esta dada por la presencia de un tipo de microorganismo, sino por la interaccion
de toda una comunidad, como en los procesos de ensilaje, o la produccidon de otros

alimentos fermentado como los quesos y el yogurt (Raimbault, 1998).
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Diversos alimentos fermentados alrededor del mundo, son producidos con
bacterias del género Bacillus, incluyendo Bacillus subtilis (Sakar et al., 1993;
Beamount, 2000; Kiers et al.,, 2000). En la figura 5, se observd el crecimiento
constante de B. subtilis en la matriz semisdlida de alimento a lo largo de 24 h, lo cual
demuestra la capacidad de este microorganismo de colonizar por si mismo su
microambiente (alimento) por las propiedades de hidrdlisis que éste posee, lo que le
permite crecer y desarrollarse dentro de esta matriz utilizando el sustrato para su
proliferacion. En la figura 6, no se observaron diferencias entre los indculos de B.
subtilis, lo que sugiere una rapida proliferacion de esta bacteria dentro de la matriz de
alimento inerte. Sarkar et al. (1993) reportaron un incremento de células de Bacillus
sp. del inéculo inicial de 10° a 10" UFC g en 48 h de incubacién a 37°C, lo cual

respalda los resultados obtenidos en este experimento durante 24 h (Fig. 5y 6).

Fleet (1999) menciona que la mayoria de las poblaciones microbianas en
alimentos fermentados, esta dada por una comunidad bacteriana de altas
densidades, que rara vez son resultado de la actividad de un solo grupo de
microorganismos. Por otro lado, Sarkar et al. (1993) utilizaron a Bacillus sp. junto con
Enterococcus faecium en la fermentacion de frijoles de soya y reportaron la
presencia de ambas bacterias después de 48 h sin algun efecto antagdnico entre
éstas. Orozco-Medina et al. (2009) utilizaron un consorcio bacteriano formado por
Exiguobacterium mexicanum y Microbacterium sp. como base alimenticia en cultivos
experimentales de Artemia franciscana. En este trabajo, se hizo una mezcla de B.
subtilis y Exiguobacterium sp para fermentar el alimento inerte y se observdé un
comportamiento similar al de B. subtilis respecto al crecimiento durante 24 h (Figs. 7
y 8). Sin embargo se observd una ausencia de crecimiento bacteriano de
Exiguobacterium sp. por lo cual se realizé una prueba de antagonismo entre estas

bacterias
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8.4 Evaluacion del efecto antagdnico entre las cepas probidticas

Varios estudios han demostrado que la efectividad de mezclas probidticas es mayor
que las cepas independientes, ya que pueden tener efectos sinérgicos que
contribuyan a dar resultados deseados en cuanto a la produccion (Moriarty, 1998;
Douillet, 2000). Sin embargo es indispensable conocer si existe afinidad entre las
cepas que se usaran como mezcla de probidticos. Actualmente se utilizan mezclas
comerciales de probidticos en acuicultura, por ejemplo mezclas simbioticas de
probioticos, prebioticos y cofactores, ademas de combinaciones de probioticos
basados en bacterias fotosintéticas, antagonistas, microorganismos que contribuyen

a la digestion y bacterias que mejoran la calidad del agua (Wang y Wang, 2008).

Por otro lado, se sabe que las especies de Bacillus son formadoras de
esporas y de una gran cantidad de compuestos antagénicos, por lo que bacterias de
este género son consideradas como verdaderos probidticos en acuicultura (Moriarty
1998, 1999; Decamp y Moriarty, 2005), ademas de ser una bacterias que tiene una
alta capacidad de degradar materia organica. En este trabajo (Fig. 9), se observé que
B. subtilis inhibié a Exiguobacterium sp. lo cual corrobora el efecto antagénico que
tuvo sobre esta cepa, es decir, no existe posibilidad de que se puedan incubar de
manera conjunta en el alimento. De esta manera se tomd la decision de no
incubarlas de manera simultanea en el alimento, es decir, la fermentacion del
alimento con bacterias se realizé por separado y se mezclaron una vez concluido el
tiempo de incubacion de las dos bacterias para garantizar la presencia de ambas
bacterias en el alimento. Carmona-Pérez (2006) reportd efectos positivos en la
supervivencia de Artemia franciscana al utilizar B. subtilis y Exiguobacteium sp. como
probidticos de manera independiente, por tal razén en este trabajo se intenté hacer
una mezcla de estas bacterias con la finalidad de probarlas de manera conjunta, sin
embargo, con base al resultado obtenido en la prueba de antagonismo, se modifico
la estrategia de incubacion de estas bacterias en el alimento y se opt6 por incubarlas

independientemente y posteriormente suministrarlas a los cultivos de Artemia.
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8.5 Regulacién de pH

Es conocido que en procesos de fermentacion en estado liquido es relativamente
sencillo mantener un control de pH, sin embargo no es asi para la fermentacién en
estado solido (Raimbault, 1998) para este ultimo caso es comun el uso de
amortiguadores sélidos. Es también conocido que en este tipo de fermentaciones
existe el riesgo de contaminacion por hongos, esto por propiedad acidofilica. Por
esto, en este trabajo, se evaluaron tres diferentes amortiguadores (soluciones de
fosfatos con pH de 7.5 y 8; asi como NaHCO3) para mantener un pH neutro del
alimento fermentado con ambas bacterias, siendo el bicarbonato de sodio el mas
eficaz (Fig. 10 y 11). Fue evidente la estabilidad del pH que proporciond el NaHCOs,
con ambas bacterias mantuvo un pH arriba de 7, lo cual ayuda a evitar la presencia
de hongos en el alimento, ademas este amortiguador, por ser una sal, tiene la
capacidad de soportar altas temperaturas, incluyendo la requeridas en procesos de
esterilizacion, esta propiedad permitié que pudiera esterilizarse junto con el alimento
sin sufrir algun dafo conformacional o funcional y contribuir de esta manera a
prevenir la presencia de microorganismos contaminantes del alimento,
principalmente hongos. Por otro lado, los cambios en las condiciones fisico-quimicas
como el pH, tienen un efecto directo en el desarrollo de las bacterias, por lo que
resulta necesario que éste se mantenga estable para lograr que crezcan y colonicen

la matriz del alimento.
8.6 Experimentos con Artemia

8.6.1 Seleccion de la dosis de alimento 6ptima para un cultivo axénico de
Artemia

Existen varios tipos de alimentos inertes que han sido probados para la produccién
de Artemia, sin embargo, el uso de este tipo de alimentos puede traer consigo
problemas con la calidad del agua (Hoff y Snell 1993), sin embargo se siguen
buscando alternativas de alimentos inertes para la produccion de Artemia. Neagel
(1999), evalué una dieta inerte comercial y la compardé con las microalgas

Chaetoceros sp. con la que obtuvo una alta supervivencia con una dosis de 100
58



mg-mL™" de este alimento (72%). Con base a esta dosis recomendada por dicho
autor (100 mg-mL™"), se evaluaron diferentes dosis de alimento fermentado en

cultivos controlados de Artemia.

Este experimento se realizd con fines exploratorios de las dosis utilizadas,
como fue descrito, todo se realizé en condiciones estériles. Se detectdé una tendencia
a un mayor consumo en la dosis de 100 mg-mL" (3.1 x 10™ g), sin embargo se
utilizaron las mismas dosis para el experimento no axénico (30, 60, 100, 130 y 160
mg-mL™"), ya que lo que se buscd en este experimento fue verificar el consumo del

alimento fermentado por los nauplios de Artemia.

8.6.2 Seleccion de la dosis de alimento Optima para un cultivo de Artemia no

axénica

En este experimento, se siguié el mismo protocolo que en el anterior, s6lo que no se
utilizaron condiciones axénicas para el cultivo de Artemia. Después del primer dia de
experimento, se presentdé una mortalidad del 100% con las dosis de 100, 130 y 160
mg-mL™", lo cual puede estar asociado directamente con problemas de la calidad del
agua por contaminacion causada por el propio alimento, por lo tanto fueron
descartadas para posteriores experimentos. Se continué con las dosis de 30 y 60
mg-mL” ya que se mantuvo supervivencia con estas dosis. Hoff y Snell (1993),
reportaron que un exceso en la cantidad de alimento en los cultivos puede ocasionar
problemas de este tipo, asi como los resultados obtenidos en este trabajo lo
demuestran. Por lo tanto, se realizd un tercer experimento con éstas dosis (30 y 60

mg-mL™") para evaluar cual seria utilizada en los experimentos a escala piloto.
8.6.3 Tasa de consumo del alimento con las dosis seleccionadas

De igual forma este experimento se realizé bajo las mismas condiciones que el
anterior, con las dosis de menor concentracién (30 y 60 mg-mL™"), como se menciond
en la seccion de resultados (7.6.3) no se detecté una tendencia a un mayor consumo
de alguna de estas dosis. Uno de los factores mas importantes a considerar para

determinar una dosis especifica en la alimentacion de Artemia, es la densidad de
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nauplios, Neagel (1999) utilizé una densidad de 2 nauplios mL™", por otro lado,
Cisneros y Vinatea (2009) utilizaron una densidad de 150 nauplios mL™ en cultivos
semi-intensivos de Artemia, en estos experimentos, como se ha mencionado, se
utilizé una densidad de 1 nauplio mL™". Para los siguientes experimentos, se utilizo la
densidad naupliar sugerida por Sorgeloos en el manual de la FAO (2003), que es de
5 nauplios mL™, debido a que esta densidad es mayor a la utilizada en estos
experimentos, se decidid utilizar la dosis de 60 mg-mL" para los siguientes
experimentos a escala piloto para tratar de prevenir problemas de subalimentacion

considerando que la densidad de nauplios por mL aumentaria 5 veces.

8.7 Efecto del alimento fermentado en la supervivencia y desarrollo de Artemia

no axénica a escala de laboratorio
8.7.1 Produccion de Artemia con bacterias probidticas

En al actualidad Artemia spp. es el organismo mas utilizado como alimento vivo para
larvas de peces y crustaceos marinos en cultivo, desde nauplio hasta la etapa adulta
(Godinez et al., 2004; Bransdena et al., 2005) de alli el interés por encontrar
alternativas alimenticias para su produccién. Varios trabajos con alimentos
alternativos se han realizado para la produccion de Artemia (Neagel, 1999; Cisneros-
Burga, 2002; Carmona-Pérez, 2006), éste ultimo, realizdé experimentos con B. subtilis
y Exiguobacterium sp. en condiciones axénicas en los que obtuvo una supervivencia
de 60 y 80% respectivamente, estos resultados, son mayores que los obtenidos en
este experimento, incluso superan la mayor supervivencia obtenida en este trabajo
(40%) obtenida con la mezcla de bacterias (Fig. 12). Por otro lado, en términos de
desarrollo, Carmona-Pérez (2006), obtuvo estadios de desarrollo de postmetanauplio
VIl'y IV con B. subtilis y Exiguobacterium sp. respectivamente, mientras que en este
trabajo se obtuvieron estadios de postmetanauplio Ill con ambas bacterias, incluso
con la mezcla de estas (Fig. 13). Los resultados de este experimentos, sugieren que
el efecto de estas bacterias en Artemia, no es el mismo en condiciones axénicas que
en cultivos no axénicos. Los resultados de este experimento, sugieren que, la

supervivencia y desarrollo de Artemia, fue diferente a los reportados en condiciones
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axénicas, debido a, la microbiota autéctona del agua de cultivo. Vine et al. (2004)
mencionan que la competencia por nutrientes y por sitios de adhesién, entre otros,
son algunos de los mecanismos que los probiéticos deben poseer para denominarse
como tales. Por lo tanto, en un cultivo axénico, no existe tal competencia, sélo estan
presentes las bacterias inoculadas y las condiciones de cultivo son favorables para
que se logre el efecto positivo en el organismo cultivado (Artemia). En el caso de
estos experimentos no axénicos, la presencia de otros microorganismos (autoctonos)
influyé en la supervivencia y desarrollo de Artemia, ya que la disponibilidad de
nutrientes y de sitios de adhesidén es vital para los probidticos, la microbiota
autéctona y para el organismo cultivado (Artemia), por lo que la competencia por
recursos entre los probidticos y la microbiota local, tuvo un efecto en la supervivencia

y desarrollo de Artemia.
8.7.2 Produccion de Artemia con probidticos y con microalgas

Duerr et al. (1998), mencionan que las microalgas forman parte de la mayoria de los
procesos de alimentacién en acuicultura, tanto de moluscos como de larvas de
algunos crustaceos, o bien, como alimento para el alimento vivo, principalmente
rotiferos y nauplios de Artemia. Sin embargo, la utilizacién de microalgas genera un
alto costo en la produccién a gran escala, ademas que se requiere de la produccién
de grandes volumenes. A pesar de que se han disefiado fotobioreactores de alto
rendimiento (Sanchez-Mirén et al., 1999), se continua intentando la obtencion de
biomasa de Artemia con alimentos alternativos de menor costo (Tizol, 1994; Godinez
et al., 2004). Lora-Vilchis y Voltonina (2003), evaluaron el crecimiento y desarrollo de
Artemia franciscana durante 7 dias, alimentada con dos tipos de microalgas
(Chaetoceros muelleri y Chlorella capsulata) y obtuvieron altos porcentajes de
supervivencia de 89 y 100% respectivamente, asi mismo, obtuvieron organismos en
estadios de desarrollo de postlarva IV con C. muelleri y postmetanauplio IV con C.
capsulata. Por otro lado, Neagel (1999), evalu6 el la supervivencia de Artemia
alimentada con Chaetoceros sp. y obtuvo un porcentaje de 73% después de 11 dias

de cultivo.
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En este experimento se utilizé una mezcla de microalgas (Nannochloropsis
oculata, Chaetoceros calcitrans y Pavlova lutherii) y se compar6 con las bacterias
mencionadas anteriormente, en general, se obtuvo una baja supervivencia con todos
los tratamientos, pero la mas baja fue de 2% y se observd con la mezcla de
microalgas (Fig. 14), no obstante, los estadios de desarrollo mas avanzados se
obtuvieron con las microalgas que fue postmetanauplio IV (Fig. 15), estos resultados
de estadio larval, se asemejan a los reportados por Lora-Vilchis y Voltonina (2003),
sin embargo, la supervivencia fue evidentemente mayor en sus experimentos. Asi
mismo, Fabregas et al. (2001) obtuvieron una supervivencia de 89% de Artemia
alimentada con la microalga Tetraselmis suecica. En este experimento, los datos de
supervivencia son muy bajos en comparacién con los reportados por los autores
mencionados, sin embargo, considerando los resultados de supervivencia y
desarrollo obtenidos en el primer experimento en condiciones no axénicas, se
descartaron los tratamientos con microalgas y con las bacterias por separado, es
decir, se seleccion¢ el tratamiento de la mezcla de bacterias con alimento inerte.
Ademas, la mayor concentracidn de organismos (Artemia) utilizada en estos
experimentos no axénicos (5 nauplios mL™), fue un cambio que pudo afectar a la
supervivencia, ya que la dosis suministrada pudo no ser suficiente para mantener el
cultivo. Por esta razon, se realiz6 un experimento con la mezcla de bacterias a

diferentes dosis.

8.7.3 Produccién de Artemia con diferentes dosis de la mezcla de bacterias

(Exiguobacterium sp. y B. subtilis)

Actualmente, los probidticos se producen de manera comercial y son distribuidos
alrededor del mundo en grandes cantidades y son producidos a como mezclas que
estan constituidas por bacterias antagonicas, microorganismos que contribuyen a la
digestion enzimatica, a mejorar la calidad del agua y otros probidticos.
Recientemente, el uso de los combinados de probidticos esta ganando popularidad
(Wang y Wang, 2008). En varios trabajos se han utilizado mezclas de bacterias que
incluyen al género Exiguobacterium, para la produccion de Artemia en condiciones

gnotobidticas (Hipolito-Morales et al., 2008; Orozco-Medina et al., 2002). Por otro
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lado, existen varias combinaciones de probidticos que contienen Bacillus spp. de
esta manera, se pone de manifiesto la intencion de amalgamar este tipo de
tratamientos con estas bacterias, ya que se ha demostrado que tienen efectos
antagoénicos contra ciertos patdgenos, por ejemplo, Vibrio spp. (Moriarty, 1998). En
este experimento, se utilizé la mezcla de Exiguobacterium sp. y B. subtilis con un
alimento inerte para la produccion de Artemia con diferentes dosis como
tratamientos. En términos de supervivencia, con la dosis de 180 mg-mL™ se observé
un 50% (Fig. 16), lo cual supera los resultados de supervivencia obtenidos en los dos
experimentos anteriores. Con respecto al desarrollo de Artemia, el estadios de
desarrollo mas avanzado que se observé fue postmetanauplio IV (Fig. 17), con las
dosis de 120 y 180 mg-mL™" sin embargo no hubo diferencia estadistica entre estos,
por lo tanto, con base a la supervivencia y desarrollo larval observados en este
experimento, se selecciond la dosis de 180 mg-mL'1 para las evaluaciones
posteriores. Los resultados de este experimento, sugieren que, tanto en términos de
supervivencia como de desarrollo de Artemia se estaba subalimentando a los

organismos con al dosis utilizada en los anteriormente (60 mg-mL™).

8.7.4 Produccion de Artemia con un alimento preparado en laboratorio y la

mezcla de bacterias

Recientemente, se han utilizado diferentes tipos de alimentos inertes para la
produccion de Artemia, para tratar de reducir los costos que la produccion de
microalgas representa, entre ellos se puede mencionar la harina de trigo, arroz, y de
soya. Cisneros y Vinatea (2009) obtuvieron buenos resultados en términos de
biomasa y crecimiento de Artemia usando harina de soya y mencionan que este tipo
de harina puede ser utilizada junto con otros insumos en dietas para alimentacion de
peces y crustaceos. Neagel (1999) utilizd una mezcla comercial de harinas para
producir Artemia y reportd supervivencias de hasta 79%. En este experimento se
elaboré una mezcla de harinas de trigo, cebada, arroz, maiz y avena, la cual se
fermentd con Exiguobacterium sp. y B. subtilis, se utilizé la dosis de 180 mg-mL™,
donde se observé una supervivencia de 20% con la mezcla de bacterias, ligéramente

mas baja que el control sin bacterias (Fig. 18), sin embargo, se observaron estadios
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de desarrollo de postmetanauplio IV con la mezcla de bacterias, los cuales fueron
mas avanzados que los observados con el control sin bacterias (postmetanauplio Il)
(Fig. 19). Este rendimiento, puede estar asociado al grado de digestibilidad del
alimento, ya que a pesar de que contenga alto valor nutricional, si la digestibilidad es
baja, no cubre las necesidades alimenticias del organismo en cultivo. Con la
fermentacion, se intenta mejorar la digestibilidad del alimento ademas de suministrar
las bacterias probidticas al cultivo, sin embargo, los resultados obtenidos sugieren
que la estrategia de fermentacion debe mejorarse o bien afadir aditivos que permitan
una mejor asimilacion del alimento y asi pueda redituar en mejores resultados en
cuanto a supervivencia. Por otro lado, los resultados de desarrollo, sugieren que este
alimento fermentado tiene el potencial para sustituir a las microalgas para la
produccion de Artemia, ademas de que representa una alternativa poco costosa, es

un alimento facil de preparar y es de manejo sencillo.
8.8 Evaluacion del contenido nutricional de Artemia
8.8.1 Lipidos totales, acidos grasos, Proteinas y carbohidratos solubles

Leger et al. (1986), mencionan que la calidad nutricional de Artemia puede variar
considerablemente debido al origen geogréfico, las diferencia entre los diferentes
lotes de quistes y a los métodos de analisis. La importancia del valor nutricional de
Artemia como alimento vivo, radica en que es una fuente rica en nutrientes,
incluyendo aminodacidos esenciales y acidos grasos altamente insaturados de la serie
w3 (HUFA w3) (Robin, 1995) como el acido eicosapentaenoico EPA (20:5n3) y el
docosahexaenoico DHA (22:6n3), los cuales son esenciales en el desarrollo normal
de nervios y la vista en estadios iniciales de larvas de peces marinos y crustaceos
(Suprayudi et al., 2004; Bransdena et al., 2005; Monroig et al., 2007; Zelaya et al.,
2007). Watanabe et al. (1978) reportaron que cepas de Artemia de origen marino son
ricas en acido eicosapentanoico (EPA). La importancia de estos acidos grasos ha
sido demostrada en etapas larvarias de peces y crustaceos, y se cree que una
combinacion de éstos proporcionarian mejores rendimientos que los que se han

obtenido (Kanazawa, 1994). En este experimento, se observd que el mayor
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porcentaje de lipidos se obtuvo con la mezcla de microalgas, sin embargo, también

se observaron porcentajes similares con el resto de los tratamientos (Tabla 1).

En la tabla 2, se muestra porcentaje de los acidos grasos encontrados en cada
muestra de Artemia. La Artemia producida con la mezcla de microalgas fue la que
presentd el mayor porcentaje de EPA, lo cual corrobora que las microalgas son una
importante fuente de estos &cidos grasos esenciales, sin embargo, la Artemia
producida con B. subtilis y la mezcla de bacterias también presentaron cierto nivel de
EPA, lo que puede sugerir que estas dietas pueden ser enriquecidas con éstos
acidos grasos o bien, la propia Artemia en las fases terminales de su etapa larvaria.
En ninguno de los tratamientos se encontr6 DHA, y se obtuvieron porcentajes EPA
similares a los reportados por Navarro et al., (1991). los porcentajes de acidos grasos
observados en este trabajo, se pueden atribuir, a que en general, el contenido de
éstos disminuye en Artemia conforme a su crecimiento y desarrollo, debido a que
utiliza sus reservas de lipidos con propdsitos energéticos. Estos concuerda con los
estudios de Navarro et al. (1991) donde encontré una disminucion del contenido (%)
de lipidos de la etapa de nauplio a metanauplio (8.5%) esto debido a la utilizacion de
las reservas del saco vitelino (Benijts et al., 1975; Claus et al., 1979; Katavic et al.,
1985), sin embargo, el porcentaje de EPA con las dietas a base de alimento inerte
con bacterias resultan adecuados para la alimentacion larvaria, incluso, Gonzalbo et
al. (1989) reporta que porcentajes por debajo de 3.6% resultan positivos para la
crianza larvaria. Sin embargo, esto sugiere que se podrian enriquecer a los nauplios

de Artemia con estos acidos grasos esenciales.

Otro componente nutricional importante son las proteinas. Se determinaron las
proteinas solubles de muestras de Artemia de los 4 experimentos a escala de
laboratorio (Ver apéndice 4). Cisneros y Vinatea (2009) reportaron porcentajes de
proteinas de 55 y 34% con harina de pescado y de soya respectivamente, a su vez,
también utilizaron harina de arroz y de alfalfa y obtuvieron porcentajes de 13 y 19%.
La harina de pescado la utilizaron como control positivo, ya que es un insumo que
contiene un alto porcentaje de proteinas. En este trabajo, se obtuvo un porcentaje de

20.2% de proteina con el tratamiento de la mezcla de bacterias, lo que se asemeja a
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lo reportado por lo anteriores autores, siendo mas alto el obtenido con la mezcla de
bacterias, de igual forma, el porcentaje de proteinas observado con el resto de los
tratamientos es similar a de la mezcla de bacterias (Tabla 1). Asi como sucede con
los lipidos, el contenido de proteinas en Artemia, tiende a disminuir conforme va
creciendo ya que utiliza sus reservas energéticas para crecimiento (Garcia-Ortega et
al., 1998). El porcentaje de proteina de los nauplios de Artemia es importante para
los cultivos acuicolas, ya que esto resulta benéfico para inducir a la maduracion
ovarica de los reproductores (Godinez, et al., 2004). El contenido proteico observado
en este trabajo resulta bajo para los requerimientos proteicos que se requieren en
acuicultura, sin embargo, considerando los resultados de Cisneros y Vinatea (2009)
con harina de soya, el incorporar este tipo de insumo a la mezcla de harinas, seria

una buena estrategia a seguir para cubrir estos requerimientos.

Al igual que con lipidos y proteinas, el contenido de carbohidratos en Artemia,
disminuye conforme el animal va creciendo, y en este caso, como son la primer
reserva energética que se utiliza, es mas notoria su disminucion (Garcia-Ortega et
al., 1998). En este experimento, se observaron porcentajes bajos de carbohidratos
con todos los tratamientos (Tabla 1), sin embargo, en la mayoria de la bibliografia, se
hace mayor énfasis en proteinas y lipidos como componentes esenciales para el
cultivo larvario de peces y crustaceos, dejando de lado la importancia de los
carbohidratos, salvo para ser utilizados como fuente de energia por los propios

nauplios de Artemia.

8.9 Evaluacion de la presencia de bacterias en Artemia producida con

probioticos
8.9.1 Presencia de Vibrio

Los nauplios de Artemia son utilizados en cultivos de organismos marinos como
alimento vivo en acuicultura (Van Stappen, 1996) y varios estudios revelan que
también actuan como vector par introducir bacterias dentro de los sistemas de cultivo
(Gilmour et al., 1975; Austin y Allen, 1982; Benavente y Gatesoupe, 1988),

incluyendo bacterias potencialmente patogenas (Gomez-Gil et al., 1994; Lopez-
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Torres y Lazarraga-Partida, 2001). Bacterias del género Vibrio son las mayores
causantes de enfermedades en organismos de importancia acuicola (Vandenberhe
et al., 2003) y por lo tanto considerado de gran importancia en la bioseguridad en la
produccion de alimento vivo. En acuicultura marina, bacterias del género Vibrio son
encontradas en distintos nichos, incluyendo la columna de agua, biopeliculas,

alimento vivo, incluso en las larvas de organismos de cultivo (Bourne et al., 2007).

En este trabajo, se aislaron bacterias en TCBS de Artemia producida con los
diferentes tratamientos mencionados anteriormente, y en la mayoria en los
aislamientos se encontré Vibrio alginolyticus (Tabla 3), esto concuerda con lo
reportado por Lone Hoj et al. (2009), quienes reportaron que dos terceras partes de
los aislamientos que hicieron de Artemia enriquecida con soluciones comerciales de
DHA. Asi mismo, los resultados obtenidos, son consistentes los estudios previos
hechos por Villamil et al. (2003) y Thomson et al. (2005), quienes reportaron en
comunidad bacteriana de los nauplios de Artemia, la bacteria dominante es V.
alginolyticus. Adicionalmente, V. alginolyticus ha sido identificada como patégeno
para humanos (Nishibuchi, 2006) y para varios animales marinos (Austin, 2006). Lo
resultados de este experimento, sugieren que no es tarea facil excluir en su totalidad
a estas bacterias de los cultivos de Artemia, ya que forman parte de la microbiota
autdéctona de estos nichos, sin embargo, la presencia de estos patdégenos puede ser
reducida o bien contrarrestada hasta cierto punto mediante la adicién de alimento

modificado (fermentado) por bacterias probidticas.
8.9.2 Presencia de bacterias probidticas

Como se ha mencionado anteriormente, bacterias del género Vibrio son comunes en
los cultivos larvarios de Artemia y otros organismos de interés comercial. Diferentes
especies responsables de brotes de enfermedades en acuicultura, se incluyen en
este género: V. campbellii, V harveyi y V. alginolyticus, han sido reportadas como
presentes en lo cultivos de manera viable, pero no cultivable (Oliver, 2005; Albertini
et al., 2006). Sin embargo, existen técnicas moleculares que permiten detectar e

identificar esta fraccion no cultivable. Lone Ho et al. (2009), utilizaron mediante la
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técnica de DGGE, lograron identificar la porcion no cultivable de cultivos de Artemia
enriquecida con DHA y reportaron que Vibrio spp. conforman la poblacion dominante
en sus cultivos. En este experimento se utilizé la técnica de ERIC-PCR, para detectar
la fraccion no cultivable de los cultivos de Artemia, esta técnica a diferencia de
DGGE, utiliza ADN gendmico. A diferencia del método anterior de deteccion de
vibrio, en este caso sélo se detectaron 4 cepas que corresponden a V. alginolyticus y
algunas otras como V. harveyi, Vibrio sp. y Vibrio fluvialis (Fig. 20). Cepas de B.
subtilis fueron detectadas al final del experimento, esto sugiere que esta bacteria
tiene la capacidad de permanecer en los cultivos y que puede reducir las poblaciones
de Vibrio in situ, estudios hechos por Vaseeharan y Ramasamy (2003) demostraron
por medio de pruebas de antagonismo, la capacidad que Bacillus subtilis (BT23) para
inhibir el crecimiento de V. harveyi, V. anguillarum, V. vulnificus y Vibrio sp. En este
trabajo no se realizaron pruebas de ese tipo, pero le prevalencia de esta bacteria al
final del experimento, sugiere, que es probable que se esté adhiriendo a los

organismos o bien que esté pasando por el intestino de Artemia.

Bacterias del género Exiguobacterium han sido aisladas de diversos habitats que van
desde ambientes muy frios hasta ambientes tropicales, asociadas a sistemas
acuaticos hipersalinos (Vishnivetskaya et al., 2005). Exiguobacterium mexicanum y
Exiguobacterium artemiae son bacterias que se aislaron, describieron y
caracterizaron asociadas a quistes de Artemia (Lépez-Cortés et al., 2006), incluso
especies de este género han sido utilizadas para la produccion de Artemia en
condiciones experimentales (Orozco-Medina et al., 2002; Carmona-Pérez 2006;
Hipdlito- Morales et al., 2008). En el presente trabajo se utilizé una bacteria aislada
de quistes de Artemia, la cual fue probada como probidtico para la produccion de
Artemia, de manera individual asi como en conjunto con B. subtilis, una bacteria que
es reconocida como un probidtico por sus caracteristicas de degradar materia
organica y de producir componentes antagonicos para otras bacterias, entre las que

se encuentran algunos Vibrio.

Bacillus spp. incluyendo sus esporas, han sido utilizadas como probidticos y

agentes de biocontrol en sistemas de cultivo de peces y moluscos (Gatesoupe, 1999;
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Skjermo y Vadstein, 1999; Rengpipat et al., 2000; Riquelme et al., 2001). Banerjee et
al. (2007) aislaron cepas de Bacillus spp. de sedimento y agua e hicieron pruebas de
antagonismo contra cepas de Vibrio, y redujeron la presencia de estos patdgenos
(10%-10> UFC mL™). Vaseeharan y Ramasamy (2003), aislaron B. subtilis BT23 de
estanques de camardn y la probaron contra cepas de Vibrio aisladas de camarones
enfermos y reportaron un efecto inhibitorio contra 112 cepas de Vibrio. En este
trabajo no se realizaron pruebas de ese tipo, sin embargo, es importante considerar
la cantidad de bacterias probiéticas que se incluyen en los cultivos de Artemia, como
mencionan Banerjee et al. (2007) en su estudio, que sélo con concentraciones altas
(10°-10° UFC mL™) lograron inhibir el crecimiento de Vibrio. Esto, junto a los
resultados de este trabajo, sugiere que es conveniente hacer un analisis respecto a
cual es la cantidad adecuada de bacterias para inocular el alimento fermentado pues

es a través de este que se suministran las bacterias probidticas.

La otra bacteria que se usé en este trabajo fue identificada como
Exiguobacterium sp. (Fig. 2) lo cual coincide con lo reportado por otros autores, de
igual forma fue utilizada como probidtico en condiciones axénicas experimentales
(Carmona-Pérez, 2006). En este trabajo se utilizd esta bacteria como probidtico pero
en condiciones no axénicas a escala de laboratorio, se debe de considerar el papel
ecoldégico que las bacterias autdctonas juegan en la naturaleza asi como dentro de
los sistemas de cultivo, ya que se llevan a cabo interacciones entre las bacterias que
se agregan como probioticos, como la exclusion competitiva, éste es un fendmeno
mediante el cual una microbiota establecida previene o reduce la colonizaciéon de
patdogenos a través de la competencia por sustrato, nutrientes y la produccion de

sustancias inhibitorias las cuales destruyen a las demas bacterias.

Diversos tipos de alimentos han sido probados en la produccion de Artemia
tratando de sustituir a las microalgas, en particular dietas inertes basadas en harinas
(Cisneros y Vinatea, 2009) o bien la inclusidén de bacterias probitticas a los sistemas
de crianza larvaria, en este trabajo se utilizé una mezcla de harinas fermentada por

bacterias probidticas, ademas de que la fermentacién se usa para producir alimentos
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y bebidas, se puede utilizar para incorporar probidticos, cultivos iniciadores y agentes
de biocontrol (Fleet, 1999).

La fermentaciéon es una practica que se lleva a cabo en la alimentacion de
diversos tipos de ganado, esto con la finalidad de incrementar el valor nutricional del
alimento asi como de disminuir factores antinutricios y aumentar la digestibilidad del
alimento (Garcia-Garibay, 2000). Carmona-Pérez (2006) utiliz6 un alimento
fermentado en estado liquido por bacterias probidticas en experimentos gnotobidticos
con nauplios de Artemia, en los que se reportan alto grado de desarrollo y
supervivencia de este organismo, sin embargo, la fermentacién liquida es complicada
de manejar en el momento en el que se aumenta la escala de produccién. En este
trabajo, se empled un tipo de fermentacién en estado soélido, con la finalidad de tener

una mayor facilidad en el al manejo del alimento y produccion del alimento.

Por otro lado, mientras que B. subtilis, tiene una alta capacidad de
degradacion de materia organica, los bajos porcentajes de UFC de Exiguobacterium
Sp. sugieren que es necesario incubarla por mas tiempo para colonizar totalmente la
matriz semisdlida del alimento que se requiere fermentar, sin embargo como es dificil
conservar por tiempo prologado las condiciones de esterilidad en la fermentacion en
estado solido, ya que se corre el riesgo de contaminacion por hongos, que a su vez,
son microorganismos acidofilicos que tienen una rapida dispersion en matrices como
las del alimento utilizado en este trabajo (Raimbault, 1998). Por otro lado, resulté
imposible incubar de manera conjunta estas bacterias en el alimento, ya que por las
propiedades antagonicas de B. subtilis, inhibié casi en su totalidad de
Exiguobacterium sp. por lo que se optd por incubar el alimento inoculado por cada
bacteria de manera separada y hacer la mezcla durante el proceso de fermentacion

del alimento (Fig. 9).

Respecto a la presencia de hongos, se tratdé de evitar utilizando diversos
amortiguadores para que mantuvieran un pH neutro, sin embargo sélo con el
bicarbonato de sodio se pudo mantener un pH neutro, asi como evitar la presencia

de hongos. Por lo tanto, se adicioné bicarbonato de sodio al alimento antes de ser

70



esterilizado y la mezcla de bacterias se incubd por separado. A pesar de que
comunmente se usan hongos para realizar procesos de fermentacion de alimentos,
con la inclusion de este tipo de bacterias se pretende alimentar y suministrar

bacterias probiodticas a los cultivos acuicolas.

Mediante los procesos de fermentacién, se suministran bacterias a los
organismos a los que se alimentan con ensilados, compostas (Sholten et al., 2002).
Sin embargo, es dificil conocer la concentracion bacteriana adecuada para aumentar
el rendimiento. En este trabajo, con las pruebas que se realizaron de tamafo de
in6culo bacteriano, se llegd a la conclusion de que basta con una concentracion de
0.5 x 10° UFC para lograr una colonizacién del alimento y poder asi suministrar una

cantidad adecuada de probioéticos a los cultivos de Artemia.

Con los experimentos a escala de laboratorio se evaluaron diversos aspectos,
entre las que se pueden mencionar que el alimento fermentado con probidticos como
alternativa para sustituir la utilizacion de microalgas en los cultivos de Artemia, esto
basado en los resultados de supervivencia y desarrollo que en términos generales

fue mejor con la mezcla de bacterias.

En cuanto al perfil de acidos grasos, no hubo diferencias respecto a los acidos
grasos w3 entre las microalgas y la mezcla de bacterias y lo mismo fue para el
porcentaje de proteinas y carbohidratos. Esto permite sugerir que la mezcla de
bacterias o bien el alimento fermentado con B. subtilis, pueden sustituir a estas
microalgas para la produccion de Artemia, ya que segun Gonzalbo et al. (1989)
incluso porcentajes por debajo del 3% de EPA son aceptables para los organismos a

los que Artemia sirve como alimento.

Las bacterias del género Vibrio se encuentran permanentemente en los
cultivos de organismos marinos, ya que se encuentran asociadas a la propia columna
de agua, forman parte de la microbiota autdéctona. Se han hecho intentos por
erradicarlos con antibiéticos de los tanques de cultivo, sin embargo solo se han
creado cepas que han desarrollado genes de resistencia a estos agentes quimicos

(Smith, et al., 1994; Kim et al., 2004; Sorum, 2006). Después de realizar las pruebas
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de presencia de Vibrio en los experimentos a escala piloto en los que se
suministraron bacterias probiodticas, se encontraron Vibrio, particularmente Vibrio
alginolyticus, segun lo detectado con las pruebas Biolog®, esto nos da una idea de lo
complicado que es erradicarlas. Sin embargo, mediante pruebas moleculares, se
detectd que en todos los casos hubo Vibrio presente, es decir, del total de muestras
que se analizaron molecularmente, en todos los tratamientos estuvo presente Vibrio.
No obstante, también fueron detectadas Exiguobacterium sp. y B. subtilis, ésta ultima
en mayor cantidad, lo que sugiere que se mantiene hasta el final del experimento y
que logra competir con la microbiota autéctona, mediante mecanismos de exclusion
competitiva, competencia por sustrato ¢ por recursos alimenticios por mencionar

algunas.

Es importante mencionar que los probidticos prevalecieron hasta el final de los
experimentos lo que le da mayor importancia a este tipo de trabajos, es decir, el
suministro controlado de probidticos a través de alimento fermentado en estado
soélido por los propios probiéticos, puede ser una alternativa eficaz en la produccion

de Artemia y a su vez, ser una alternativa para la sustitucion de microalgas.
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10 Conclusiones

a) Mediante las técnicas moleculares descritas en este trabajo que se usaron para la
identificacion de la cepa Pro80, aislada de quistes comerciales de Artemia, ésta fue

como Exiguobacterium sp. con un porcentaje de similitud de 92.

b) Los amortiguadores utilizados en este trabajo demostraron no ser capaces de
mantener la estabilidad de pH en el alimento durante el proceso de fermentacion,
solamente el bicarbonato de sodio (Na,CO3) mantuvo estable el pH del alimento
durante la fermentacion, es decir, no fue menor de 7, por lo que se seleccion6 para

utilizarlo como amortiguador del alimento fermentado.

c) Se probaron diferentes dosis de alimento en experimentos axénicos y no axénicos,
De todas las dosis que se probaron durante este trabajo, al final, fue la dosis de 180
mg-mL‘1 la que se selecciond debido a que presentd el mas alto porcentaje de

supervivencia y avanzados grados de desarrollo larval.

d) La utilizacion de alimento fermentado en estado sdlido con bacterias probidticas
es una alternativa prometedora para la produccion de Artemia, sin embargo, es
preciso hacer mas pruebas que permitan mejorar los resultados en la produccién de
Artemia y asi optimizar esta técnica para incluir probiéticos a los cultivos a través de

Artemia.

e) Es posible utilizar el alimento fermentado por bacterias probidticas en cultivos de
Artemia, sin embargo, es preciso evaluar otro tipo de insumos para formular la
mezcla de harinas (alimento inerte) que permitan obtener Artemia con un mayor

porcentaje de proteina, como lo puede ser la harina de Soya.

f) La utilizacion de alimento inerte fermentado por bacterias probidticas, demostrd ser
una forma eficaz para suministrar probiéticos a los cultivos de Artemia. Los
probioticos utilizados en este trabajo continuan presentes hasta tiempo final de los
experimentos y pueden disminuir la presencia de bacterias patdgenas como las del

geénero Vibrio.
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11 Recomendaciones

Se sugiere la realizacion de pruebas con cultivos a mayor escala de Artemia
asi como también optimizar la manera de fermentar el alimento, es decir, utilizar
reactores disefiados para este tipo de fermentaciones en los que se pueda hacer
mas eficiente el crecimiento de los probidticos. Por otro lado, los nauplios producidos
mediante esta técnica pueden ser enriquecidos en sus etapas larvales finales con
acidos grasos esenciales para mejorar su eficacia en términos nutricionales, respecto
a los cultivos de organismos marinos para los cuales Artemia es utilizada como

principal o en algunos casos como unico alimento vivo.
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Apéndice 1: Composicion de los medios de cultivo utilizados.

a) TCBS

Se utilizé el medio TCBS Difco® con base a las instrucciones proporcionadas por el

fabricante.

b) Medio Agar marino
Extracto de levadura 1 g L™
Peptona de carne 5g L™
Sulfato ferroso 0.002 g L™
Agar agar 15 g L™

Aguade mar 1L

c) Medio TGY

Triptona 5 g L™

Glucosa 5g L™

Extracto de levadura 5 g L™

Agua destilada 1 L

d) Caldo marino

Extracto de levadura 1 g/L
Peptona de carne 5 g/L
Sulfato ferroso 0.002 g/L

Agua de mar 1
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Apéndice 2: Pruebas a posteriori de Tukey de los experimentos de regulacion de pH

y de los experimentos con Artemia.

Tabla 1. Comparacion entre los tratamientos del experimento de regulacién de pH

con Bacillus subtilis. En rojo las diferencias entre los tratamientos.

Tratamiento 1 2 3 4

1 sin buffer 0.000160 0.000160 0.000160
2 Solucion de fosfatos pH 7.5 0.000160 0.921751 0.000160
3 Solucién de fosfatos pH 8.0 0.000160 0.921751 0.000160
4 Bicarbonato de Sodio 0.000160 0.000160 0.000160

Tabla 2. Comparaciéon entre los tratamientos del experimento de regulacién de pH

con Pro80. En rojo las diferencias entre los tratamientos.

Tratamiento 1 2 3 4

1 sin buffer 0.000160 0.000160 0.000160

Solucién de fosfatos pH
- 0.000160 0.977556 0.000160

Solucién de fosfatos pH
8.0 0.000160 0.977556 0.000160

4 Bicarbonato de sodio 0.000160 0.000160 0.000160
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Tabla 3. Comparacion entre las dosis del experimento con Artemia axénica. En rojo

las diferencias entre los tratamientos

Dosis 1 2 3 4 5
1 30mg 1.000000 0.819219 0.023224 0.042258
260mg 1.000000 0.821555 0.022898 0.041710
3100mg 0.819219 0.821555 0.000645 0.001433
4 130mg 0.023224 0.022898 0.000645 0.999646
5160mg 0.042258 0.041710 0.001433 0.999646

Tabla 4. Comparacion entre las dosis del experimento con Artemia no axénica. En

rojo las diferencias entre los tratamientos

Dosis 1 2 3 4 5
1 30mg 0.983962 0.266275 0.107730 0.049331
260mg 0.983962 0.518491 0.234497 0.122608
3100mg 0.266275 0.518491 0.962076 0.874110
4130mg 0.107730 0.234497 0.962076 0.999094
5160mg 0.049331 0.122608 0.874110 0.999094

Tabla 5. Comparacion entre las dosis del experimento con Artemia con dosis de 30

mg.
Tratamiento 1 2 3 4

1 Control sin bacterias 0.846572 0.999350 0.998100

2 Bacillus subtilis 0.846572 0.899169 0.918416

3 Pro80 0.999350 0.899169 0.999947

4 Mezcla 0.998100 0.918416 0.999947
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Tabla 6. Comparacion entre las dosis del experimento con Artemia con dosis de 60

mg.
Tratamiento 1 2 3 4

1 control 0.982356 0.995271 0.889525

2 B. subtilis 0.982356 0.928799 0.985718

3 Pro80 0.995271 0.928799 0.773875

4 Mezcla 0.889525 0.985718 0.773875

Tabla 7. Pruebas a posteriori de Tukey de la produccion de Artemia con bacterias

probidticas.
Tratamiento 1 2 3 4
1 Exiguobacterium sp 0.999781 0.999974 0.889617
2 Bacillus subtilis 0.999781 0.999182 0.920998
3 Mezcla 0.999974 0.999182 0.855348

4 Control sin bacterias 0.889617 0.920998 0.855348

Tabla 8. Pruebas a posteriori de Tukey de la produccién de Artemia con probiéticos y

microalgas.
Tratamiento 1 2 3 4
1 Microalga 0.121780 0.941356 0.620388
2 Mezcla 0.121780 0.302709 0.663474
3 Exiguobacterium sp 0.941356 0.302709 0.909974

4 Bacillus subtilis 0.620388 0.663474 0.909974
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Tabla 9. Pruebas a posteriori de Tukey de la producciéon de Artemia con la mezcla de

bacterias con diferentes dosis. En Rojo las diferencias entre los tratamientos.

Tratamiento (Dosis) 1 2 3 4
160 mg 0.960415 0.085857 0.987735
2120 mg 0.960415 0.037224 0.999107
3180 mg 0.085857 0.037224 0.062901
4 240 mg 0.987735 0.999107 0.062901

Tabla 10. Pruebas a posteriori de Tukey de la produccion de Artemia con el alimento

preparado en laboratorio.

Tratamiento 1 2
1 Mezcla 0.780562
2 Control 0.780562
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Apéndice 3. Total de acidos grasos identificados en las muestras de alimento

fermentado y de Artemia producida con los diferentes tratamientos basados en

alimento inerte con los diferentes probidticos.

Tabla 11. Porcentaje de concentracion (ug/mg, peso seco) de los acidos grasos identificados en las

muestras de Artemia.

Artemia Artemia

Acido Artemia  ArtemiaB. mezclade Exiguobacterium Control sin

graso  microalgas subtilis bacterias sp. bacterias
14:0 0.90 0.48 0.49 0.42 0.26
i 14:0 0.27 0.69 0.62 1.00 0.00
ai 14:0 0.08 0.12 0.11 0.13 0.00
15:0 0.27 0.44 0.44 0.47 0.00
i 15:0 0.21 0.77 0.81 0.83 0.00
16:0 11.89 6.46 5.76 5.77 17.85
16:1 (n9) 0.83 0.52 0.54 0.61 0.14
16:1 (n7) 4.66 6.34 5.77 5.49 0.27
16:1 (n5) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
i 16:0 0.67 1.99 2.30 2.31 0.00
ai 16:0 0.42 0.96 0.99 0.93 0.00
16:3 (n4) 0.54 1.84 0.00 0.00 0.00
17:0 1.67 0.00 2.06 245 0.00
17:1(n7) 0.00 0.00 0.00 0.57 0.00
i17:0 0.00 0.16 0.21 0.00 0.00
16:4 (n6) 0.69 0.00 0.00 0.00 0.00
18:0 8.35 9.07 9.00 12.20 1.73
18:1 (n9) 11.33 11.20 10.48 9.68 20.05
18:1 (n7) 11.63 17.60 17.40 15.85 1.12
i 18:0 0.00 0.00 0.31 0.00 0.00
18:2 (n6) 12.64 16.79 15.12 14.15 52.91
19:0 0.00 0.66 0.93 0.78 0.00
18:3 (n3) 10.71 1.66 1.64 1.79 3.39
18:4 (n3) 1.83 0.00 0.84 0.00 0.00
20:0 0.36 0.00 0.30 0.68 0.33
20:1 (n9) 0.21 0.42 0.36 0.59 0.17
20:1 (n7) 0.49 0.82 0.90 0.76 0.96
20:2 (n6) 0.28 0.49 0.90 0.64 0.00
21:0 0.00 0.00 0.00 0.63 0.00
20:4 (n6) 8.15 9.27 11.93 7.86 0.00
20:5 (n3) 9.19 8.18 6.46 4.97 0.00
22:0 1.73 3.07 3.30 7.83 0.00
24:0 0.00 0.00 0.00 0.62 0.83
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Apéndice 4: Resultados de la determinacion de proteinas con diferentes

tratamientos.

Tabla 12. Concentracién y porcentaje de proteina soluble del experimento de produccion de Artemia

con probidticos y con microalgas.

Muestra Proteina % Proteinas
total mg/g

Artemia con microalgas 197.5 19.7

Artemia mezcla de 201.5 20.2

bacterias

Artemia 163 16.3

Exiguobacterium sp.

Artemia B. subtilis 194.7 19.5

Tabla 13. Concentracion y porcentaje de proteina soluble del experimento de produccion de

Artemia con bacterias probioticas.

Muestra Proteina % Proteinas
total mg/g

Control sin bacterias 96.6 9.7

Artemia mezcla de 165.7 16.6

bacterias

Artemia 194.5 19.5

Exiguobacterium sp.

Artemia B. subtilis 183.4 18.3
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Tabla 14. Concentracién y porcentaje de proteina soluble del experimento de produccién de Artemia

con diferentes dosis de la mezcla de bacterias (Exiguobacterium sp. y B. subtilis)

Muestra- Mezcla de Proteina % Proteinas
bacterias (mg/mL) total mg/g

60 197.6 19.8

120 193.5 19.4

180 196.4 19.6

240 202.1 20.2

Tabla 15. Concentracién y porcentaje de proteina soluble del experimento de produccién de Artemia

con un alimento preparado en laboratorio y la mezcla de bacterias (Exiguobacterium sp. y B. subtilis).

Muestra Proteina % Proteinas
total mg/g
Control sin bacterias 202.2 20.2
Mezcla de bacterias 195.6 19.6
(180mg/mL)
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Apéndice 5: Resultados de determinacion de carbohidratos solubles con los

diferentes tratamientos.

Tabla 16. Concentracién en gramos y porcentaje de glucosa del experimento de produccion de

Artemia con probidticos y microalgas.

Muestra Glucosa total % Glucosa
gramos/muestra

Artemia con microalgas 17.7 1.8

Artemia mezcla de 13 1.3

bacterias

Artemia 10.8 1.1

Exiguobacterium sp.

Artemia B. subtilis 13.2 1.3

Tabla 17. Concentracién en gramos y porcentaje de glucosa del

Artemia con bacterias probioticas.

experimento de producciéon de

Muestra Glucosa total % Glucosa
gramos/muestra

Control sin bacterias 20.6 21

Artemia mezcla de 18.5 1.9

bacterias

Artemia 15.8 1.6

Exiguobacterium sp.

Artemia B. subtilis 251 2.5
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Tabla 18. Concentracién en gramos y porcentaje de glucosa del experimento de produccion de

Artemia con diferentes dosis de la mezcla de bacterias (Exiguobacterium sp y B. subtilis).

Muestra- Mezcla de Glucosa total % Glucosa

bacterias (mg/mL) gramos/muestra

60 26.3 2.6
120 26 2.6
180 39.6 4
240 40.4 4

Tabla 19. Concentracién en gramos y porcentaje de glucosa del experimento de produccion de

Artemia con un alimento preparado en laboratorio y la mezcla de bacterias (Exiguobacterium sp. y B.

subtilis).
Muestra Glucosa total % Glucosa
gramos/muestra
Control sin bacterias 69.5 6.9
Mezcla de bacterias 97.8 9.8
(180mg/mL)
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Apéndice 6. Claves de secuencias obtenidas de Blast NCBI para comparaciéon con

secuencia de Exiguobacterium sp.

Cepa bacteriana

Clave de secuencia

Exiguobacterium sp.
Exiguobacterium sp
Exiguobacterium sp.
Uncultured bacterium

Benzene mineralizing consortium clone SB-22
16S

Uncultured Exiguobacterium sp.
Exiguobacterium mexicanum
Bacillus subtilis ATCC 6051

Bacillus subtilis strain ATCC 6051
Bacillus cereus strain SZAN 2
Bacillus thuringiensis strain CC7
Bacillus cellulosilyticus
Exiguobacterium sp.
Staphylococcus capitis
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Anaerocellum thermophilum
Vibrio harveyi ATCC 14126
Vibrio alginolyticus ATCC 17749
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio fischeri ATCC 33715
Vibrio vulnificus ATCC 27562

Escherichia coli strain EC150

GU339261
AM398212
DQ643169
DQ310731
AF029046

EF593053
AMO72764
AF443070
AF443056
GU222440
GU434216

NZ ADFH01000129

DQ302410

NZ ACFR01000032

AF500267
CAU16166
NC 012037
DQ648324
EU155488
AY298798
EU185828
EU177064
GU445361
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Apéndice 7. Protocolos utilizados para la identificacion molecular de la cepa Pro80.
Protocolo 1.

La cepa Pro80, se cultivd en placa de agar marino y se incub6 durante 24 h para
obtener suficiente biomasa. La extraccion de ADN se hizo utilizando el kit comercial
de extraccion Aquapure Genomic de Bio-rad siguiendo las instrucciones del
proveedor, posteriormente se realizé la purificacion del ADN con el kit comercial de
purificacion de ADN (Elu-Quik). EI ADN extraido y purificado fue ajustado a una
concentracion de 50 ng/uL de ADN. Mediante la técnica de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) se amplifico parcialmente la regién que codifica al gen 16s ARNr
para ello se siguidé el protocolo propuesto por Yang et al., (2007), se utilizaron los
oligonucledtidos universales 341F (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3') y 534 R (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGGC-3) con el siguiente programa: Se realizé una
desnaturalizacion previa durante 15 minutos a 95°C. Posteriormente se llevaron a
cabo 30 ciclos como sigue: 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 1 minuto de
alineacion a 58°C, 2 minutos de extension a 72°C y una extension final de 8 minutos
a 72°C. Posteriormente la secuenciacion del amplicon obtenido se realizé en el

laboratorio de bacteriologia del CIAD de Mazatlan.
Protocolo 2.

Se obtuvo biomasa de la cepa Pro80 en placas con agar marino, se incubé durante
24 h a 30°C, se hizo la extraccion de ADN mediante el método de fenol-cloroformo
(Chomczynski y Sacchi, 1987), posteriormente el producto se visualiz6 de la
extraccion mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (100 V, buffer TBE
1x durante 45 minutos). Con el ADN extraido se realizé la amplificacion parcial del
gen 16s ARNr mediante PCR, para lo cual se utilizaron los oligonucleétidos 120F (5°-
ACTGGCGGACGGGTGAGTAA3-") y 518R (5'-CGTATTACCGCGGCTGCTGGS3-).
La mezcla de reaccion tuvo un volumen final de 50 uL la cual contenia 5 uL de buffer
10x, 1.5 pyL de MgCl, 25 mM, 2.5 uL de cada oligonucledtidos, 1 yL de dNTP’'s 10
mM, 0.2 pL de taqg ADN polimerasa, 34.7 yL de H,OmQ y 2.5 yL de ADNg. La

condiciones que se usaron para la amplificacion fueron: Desnaturalizacién inicial de 3
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minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos con una desnaturalizaciéon de 1 minuto a 94°C,
alineacion de 1 minuto a 50°C y la extension de 70 segundos a 72°C, seguido de una
extension final de 5 minutos a 72°C. El amplicon fue enviado a Macrogen (Corea),

para su secuenciacion.
Protocolo 3.

La cepa Pro80 se cultivé en agar marino por 24 h a 30°C, la biomasa fue cosechada
y se realizd la extraccion del ADN mediante el método de Fenol-cloroformo
(Chomczynski y Sacchi, 1987). Para corroborar la extraccion de ADN vy verificar su
calidad se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (voltaje de 100 V,
buffer TBE1x durante 45 minutos).

Con el ADN extraido se amplificé parcialmente el gen 16s ARNr mediante la
técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive intergenic concensus polimerase
chain reaction) en la que se usaron los oligonucleétidos ERIC1R (5-ATG TAA GCT
CCT GGG GAT TCA C-3") y ERIC2 (5'-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3").
La mezcla de reaccion que se utilizé para ERIC-PCR tuvo un volumen final de 25 uL,
cargando 2.5 yL de buffer 10x, 0.75 yL de MgCl, 50 mM, 5 yL de oligonucleétidos,
0.5 yL de dNTP’s 10 mM, 0.5 uL de taq ADN polimerasa 5U/ yl (eppendorf inc.,
Canada), 13.25 pL de H,OmQ, 0.5 pL de BSA (albumina de bovina) como aglutinante
y 2 yL de ADNg. Para realizar la amplificacion se utilizé un termociclador Robocycler
Gradient 96 marca Strategene. Las condiciones de termociclador consistieron en una
desnaturalizacion inicial de 95°C por 7 minutos seguido de 30 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, al paso de alineamiento se le aplico el
método de “Touch Down” con una temperatura de 55-60°C por 1 minuto y una
extension de 65°C por 8 minutos, se realizd una extension final de 65°C por 15
minutos finalizando hasta llegar a 4°C, el tiempo aproximado de corrida fue de 5 h
con 30 minutos. Posteriormente, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al
1.5 % para corroborar la amplificacion como se describié previamente, dicho gel se
visualizé con luz ultravioleta en un fotodocumentador Kodak Gel Logic 112.

El amplicén obtenido se purificé con el kit de purificacion BigDye X

Terminator®, para lo cual se depositaron 10 yL del producto de PCR en un tubo
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eppendorf, se agregaron 10 uL de reactivo X Terminator y 45 uL de reactivo SAM, se
homogeneizo6 con vortex y se incubd en un termoagitador eppendorf a 25°C a 13 000
rom por 30 minutos. Posteriormente, se homogeneiz6 con vortex y se centrifugd por
2 minutos a 13 000 rpm, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y de éste se
tomaron 10 pL para secuenciacion.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el kit de secuenciacion BigDye®
Terminator v3.1 y un secuenciador ABI 3130. La mezcla de reaccidn utilizada tuvo un
volumen final de 20 uL, cargando 4 uL de buffer big dye v 3.1 5x, 10 yL de agua mQ
estéril, 1 yL de iniciador (oligonucleétido F 6 R), 4 pyL de Big Dye v 3.1 ready mix y 1
ML del amplicdn. Las condiciones de termociclador para la secuenciacion consistieron
en una desnaturalizacion inicial a 96°C por 1 minuto seguida de 25 ciclos con una
desnaturalizacion a 96°C por 10 segundos, alineamiento de 55°C por 5 segundos y
extension de 62°C por 4 minutos. Posteriormente una extension final de 62°C por 1

minuto y un periodo de enfriamiento de 4°C por 5 minutos.
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Apéndice 8. Tabla de valores numéricos asignados a cada estadio de desarrollo de

Artemia.

Estadio de Valor
desarrollo
Metanauplio | 1
Metanauplio Il 2
Metanauplio Il 3
Metanauplio IV 4
Postmetanauplio | 5
Postmetanauplio Il 6
Postmetanauplio 7
Postmetanauplio IV 8
Postmetanauplio V 9
Postmetanauplio VI 10
Postmetanauplio VII 11
Postlarva | 12
Postlarva Il 13
Postlarva Il 14
Postlarva IV 15
Postlarva V 16
Adulto 17
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