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GLOSARIO

Aerobio: Organismo que requiere oxigeno (Pelczar et al., 1982).

Agar: Extracto polisacarido desecado de las algas rojas del grupo de las Rhodophyceae,
usado en microbiologia como solidificante de los medios. Se le conoce
comunmente como agar (Pekzar et al., 1982).

Aislamiento: Método que involucra la separacion fisica de los microorganismos en medio
sélido, en células individuales las cuales al ser cultivadas forma una colonia, que
es el cultivo puro derivado de una sola célula o unidad microbiana (Atlas, 1990;
Prescott et al., 1993).

Anaerobio: Organismo que se desarrolla en ausencia de oxigeno molecular (Pelczar et
al., 1982).

Anaerobio facultativo: Bacteria que se desarrolla tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas (Pelczar et al., 1982).

Bacilo: Bacteria en forma de baston (Pelczar et al., 1982).

Bacterias gramnegativas: Bacterias que quedan decoloradas y se tifien ligeramente por
el contraste (generalmente etanol al 95%), rosa en el caso de la Safranina
(Freeman, 1989; Prescott et al., 1993).

Bacterias grampositivas: Bacterias que retienen la tincion primaria (colorante de
trifenilmetano como cristal violeta) y aparecen de color violeta oscuro (Freeman,
1989; Prescott et al., 1993).

Biota: Animales, plantas y microorganismos Vvivos que caracterizan una region (Pelczar et
al., 1982).

Catalasa: Enzima que convierte el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno (Pelczar et
al., 1982).

Cepa: Cultivo puro de microorganismos procedente de un aislamiento (Pelczar et al.,
1982).

Cepario: Especies de microorganismos que se mantienen en el laboratorio para diversos
estudios (Pelczar et al., 1982).

GLOSARIO i
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Colonia: Desarrollo macroscopicamente visible de microorganismos en un medio de
cultivo sélido (Pelczar et al., 1982).

Crecimiento bacteriano: Se considera desde dos puntos de vista. El primero es el
ensanchamiento o alargamiento de la célula individual, acompafado de la sintesis
de nuevos constituyentes citoplasmicos y celulares. El segundo es el aumento del
numero de células o incremento en la masa microbiana que se produce cuando la
célula madre se divide para dar origen a dos células hijas (fision binaria)
(Freeman, 1989; Prescott et al., 1993).

Crianza: Termino que se aplica al cultivo de las fases del periodo juvenil, aunque puede
emplearse de forma genérica para el cultivo de cualquier periodo del ciclo de vida
de los organismos (Alvarez-Gonzalez, 1999).

Cultivo: Poblacién de microorganismos desarrollados en un medio (Pelczar et al., 1982).

Cultivo puro: Aquel que solo contiene una especie ce microorganismos (Pelczar et al.,
1982).

Cultivo tipo: El que se hace de un microorganismo considerado como representativo de la
especie y se usa como referencia (Pelczar et al., 1982).

Deshabituacion alimentaria: Término conocido en acuicultura para la transicion de

alimento vivo a alimento inerte durante la crianza larvaria de organismos marinos
(Alvarez-Gonzélez, 1999).

Dilucion seriada: Diluciones sucesivas de una muestra; Por ejemplo: dilucion a 1:10
equivale a 1 ml de la muestra y 9 ml del diluyente (agua o solucién salina) (Pelczar
et al., 1982).

Eleuteroembrion: La fase del periodo embrionario del desarrollo de peces, que comienza
con la eclosion del huevo y termina antes de la completa absorcion del saco
vitelino y el glébulo de aceite (Balon 1984).

Fenotipo: Caracteristicas observables de un organismo (expresion ambiental del
genotipo) (Pelczar et al., 1982).

Fision binaria: Division nuclear simple a la que sigue una del citoplasma para formar dos
células hijas de igual tamafio (Pelczar et al., 1982).

Flagelo: Apéndice flexible, a manera de latigo, de algunas células a las cuales sirve de
organo de locomocién (Pelczar et al., 1982).

Flora: Conjunto de microorganismos o de plantas que se encuentran en un lugar: flora
intestinal, del suelo, etc. También se llama biota (Pelczar et al., 1982).

GLOSARIO iv



Vibrios asociadosal larvicultivo de cabrillaarenera. CICMAR-IPN

Frotis: Capa delgada de un material o cultivo bacteriano, que se extiende sobre un
portaobjetos. Suele usarse como sinénimo de pelicula (Pelczar et al., 1982).

Germen: Microorganismo que puede causar o propagar enfermedades (Diccionario de la
Lengua Espafiola, 2001).

Halofilo: Microorganismo cuyo crecimiento depende o se acelera por concentraciones
altas de sal (Pelczar et al., 1982).

Incubacion: Mantenimiento de cultivos de microorganismos en condiciones favorables de
temperatura para su desarrollo (Pelczar et al., 1982).

Inoculacién: Introduccién artificial de microorganismos o0 sustancias en el cuerpo 0 en un
medio de cultivo (Pelczar et al., 1982).

Medio de cultivo: Sustancia utilizada para proporcionar alimento para el desarrollo y
multiplicacién de los microorganismos (Pelczar et al., 1982).

Microorganismos: Son unicelulares o multicelulares, no estdn compuestos de tejido

diferenciado. Estos organismos caen dentro de cinco grupos mayores: bacterias,
virus, hongos, algas y protozoarios (Glazer y Nikaido, 1995).

Morfologia colonial: Contornos fisicos de las colonias bacterianas donde muestran
forma, elevacion y margen de las bacterias. (Atlas, 1990) De igual forma, las
colonias bacterianas, compuestas por masas de células individuales, tienen
caracteristicas de tamafio, consistencia, textura y color, que posee un valor
sistematico, pero no tienen importancia fundamental de la morfologia celular
(Freeman, 1989; Prescott et al., 1993).

Oxidasa: Enzima que produce oxidacion (Pelczar et al., 1982).
Patdégeno: Capaz de producir enfermedad (V. germen) (Pelczar et al., 1982).

Periodo larvario: Este periodo esta compuesto de tres fases. La fase de preflexion, la
cual inicia en el momento de la absorcion del saco vitelino, la apertura del ano y la
boca y la pigmentacién de los 0jos, y en la que se observa notocordio recto y
termina cuando se inicia la flexion del notocordio. La fase de flexion, la cual se
inicia en el momento en que comienza la flexion del notocordio y termina antes de
la formacién de la placa hiparica. Finalmente, la fase de postflexion, la cual se da
posterior a la completa flexién de la notocordia, iniciando cuando se ha concluido
con la osificacion de la placa hipurica y termina antes de que se complete el
numero de elementos (radios y espinas) de las aletas pares e impares (Kendall et
al, 1984; modificado por Ortiz-Galindo, 1991).
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Septicemia: Enfermedad presente en todo el organismo, causada por la invasion y
multiplicacion de los microorganismos patégenos en la sangre (Pelczar et al.,
1982).

Siembra: Proceso de introduccion de los organismos en un sistema de cultivo, para ser
criados durante un periodo de tiempo (Alvarez-Gonzalez, 1999).

Sistema cerrado: Es un sistema en el cual el agua se recicla con la utilizacion de diversos
filtros y se reutiliza (Alvarez-Gonzéalez, 1999).

Tincion de Gram: Coloracion diferencial por la cual las bacterias se clasifican en
grampositivas y gramnegativas, segun retengan o no el colorante primario (cristal
violeta) cuando se someten a un agente decolorante (Pelczar et al., 1982).

Unidades formadoras de colonias (UFC): Es la unidad celular viable capaz de dividirse y
formar una colonia (Atlas, 1990).

GLOSARIO Vi



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

L ISTA DE TABLAS

Tabla 1: Esquema de alimentacion usado para la crianza larvaria de Paralabrax

maculatofasciatus descrito en Alvarez-Gonzdalez et al., 2001. Para la densidad de 200
=T YZ= 17 A P 21

Tabla 2 Esquema del calendario de muestreo y nimero de muestras para su analisis
microbiologico de los componentes del sistema de producCion.............ccoecve i viiiennnn. 23

Tabla 3: Esquema que muestra las bases de datos disefiadas en Excel, para registrar las
caracteristicas coloniales de las diferentes muestras procesadas para el aislamiento de la

microflora bacteriana presente durante las primeras fases de vida de Paralabrax
MACUIALOTASCIALUS. ... et e e e e e e e et e e e et e e e e reneaens 24

Tabla 4: Caracteristicas morfolégicas coloniales de 57 de las 416 cepas aisladas durante
las primeras fases de vida de Paralabrax maculatofasciatus, sometida a cultivo en el
SIStemMa SC-12 de [a UPIMA . .. ... e e e e e e e e ee e e 38

Tabla 5. Respuestas bioquimicas de las 57 cepas bacterianas seleccionadas para ser
identificadas mediante el sistema BiOlOgOGN2............ovviiiiiie e e e 39

Tabla 6. Ejemplo del tipo de valores de absorbancia obtenidos en la placa tipo Elisa al
correr una prueba de identificacion de la cepa 280 aislada en la muestra de larvas del dia
20 en TCBS durante la crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-
12 de la UPIMA, las cuales fueron capturadas en el software MicroLogl 4.00 del sistema

Biologo para sUIdentifiCacCiON... ... . ...t e e e e s 40

Tabla 7: Resultados obtenidos en la identificacion presuntiva de la cepa 280, la cual fue
aislada en la muestra de larvas del dia 20 en el medio selectivo TCBS durante la crianza
larvaria de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-12 de la UPIMA. Con base a
estos resultados fue identificada como Vibrio carchariae con una probabilidad del 90%

Tabla 8: Resultados de la identificacion presuntiva de 57 cepas bacterianas seleccionadas
para ser identificadas mediante el sistema Biolog®, las cuales fueron aisladas durante las
primeras fases de vida de Paralabrax maculatofasciatus. Se observo, el nimero de la
cepa, la identificacién (género y especie), la probabilidad de ser bien identificada, el indice
de similitud y la posible especie mas cercana a la bacteria a identificar......................... 41

LISTA DE TABLAS Vil



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

Tabla 9: Resumen de las especies identificadas presuntivamente mediante el Biologo de
las 57 cepas bacterianas seleccionadas y aisladas durante las primeras fases de vida de
Paralabrax maculatofasciatus sometida a cultivo en el sistema SC-12 de la

Tabla 10: Valores (media * desv. std.) de las UFC/mI, aisladas en las diferentes muestras
tomadas del agua del sistema SC-12 de la UPIMA, utlizada durante un ciclo de
produccion de Paralabrax maculatofasciatus............oovviieii i e e 46

Tabla 11: Valores (media £ desv. std.) de las UFC/individuo, aisladas en las diferentes

muestras tomadas del cultivo de la microalga Nannochloris sp. utilizada en el sistema de
circulacion cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccion de

Paralabrax MaCUlatOfaSCIAtUS ... ...ttt et e et e e e e e e e e et ee e e e aae s 47

Tabla 12: Valores (media * desv. std.) de las UFC/rotifero, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del sistema de producciéon de Brachionus plicatilis, utilizado durante un
ciclo de produccion de Paralabrax maculatofasciatus.............ccccooviiiiii i 50

Tabla 13: Valores (media * desv. std.) de las UFC/copépodo, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del cultivo de Pseudodiaptomus euryhalinus utilizado en el sistema de
circulacién cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccion de
Paralabrax maculatofasCiatusS..........c.oiviir i i e e e e e 52

Tabla 14: Valores (media + desv. std.) de las UFC/Artemia, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del cultivo de Artemia franciscana utilizada en el sistema de circulacion
cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccién de Paralabrax
MACUIALOTASCIALUS. .. ..ttt e e e e ettt e et e e e et e ea e e e e ae e 53

Tabla 15: Valores (media + desv. std.) de las UFCl/larva, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA, durante un ciclo de
produccion de Paralabrax maculatofasciatus...............c.oooii i e 57

Tabla 16: Valores del coeficiente de correlacion lineal simple de Pearson, del nimero de

bacterias aisladas en los tres diferentes medios de cultivo de las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus con los parametros oxigeno disuelto y amonio total en el sistema de
crianza larvaria SC-12 de la UPIMA ... e e e e e e e e e e e 59

Tabla 17: Valores del coeficiente de correlacién lineal simple de Pearson, del nimero de
bacterias aisladas en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus con el nimero de
bacterias aisladas en los diferentes alimentos vivos y el agua del sistema de crianza
larvaria SC-12 de Ta UPIMA ... e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e aeeeas 60

LISTA DE TABLAS viii



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Vibrio cholerae. Forma caracteristica de las bacterias del género Vibrio; bacilos

cortos en forma de coma, de 0.5 - 0.8 nm de ancho, por 1.4 - 2.6 mm de largo, mdviles por
medio de un flagelo polar en medio HQUIdO..........c..ce ovveiiiiiiiiii e 5

Figura 2. Representacion esquemaética del Sistema Cerrado de Induccion al Desove del
Laboratorio de Biologia Experimental (SCID); Consta de 4 tanques experimentales de
1000l (T1 al T4); Bomba de recirculacién; Sistema de Luz Ultravioleta (UV); Espumador de
material organico (E); Filtro Mecanico de cartucho (FM); Filtro biolégico (FB); 4 colectores

de huevos (C1 al C4) (Rosales-Velazquez, 1997).......cvieiie e i e e e 16

Figura 3. Representacion esquematica de un tanque cilindrocénico de 120 | de fibra de

vidrio utilizado como incubador, con aireacion constante por medio de una bomba de aire
tipo turbina, para mantener en suspension los huevos de Paralabrax maculatofasciatus..17

Figura 4. Representacion esquematica del Sistema Cerrado de Agua Marina (SC-12)
Donde: 1-tanque de 140 [; 2-sistema de lamparas U. V.; 3-filtro biolégico; 4-filtro mecanico;
5-columna de aireacion; 6-espumador de albuminas; 7-bomba sumergible; 8-reservorio de
7401 PP POPPPPRP 19

Figura 5. Hojas de resultados del sistema de identificacion Biologo Micrologl 4.00, en la

cual se observan las respuestas fisiolégicas de las 95 diferentes pruebas bioquimicas.
Siendo llenas las pruebas positivas, semillenas las pruebas que dan una respuesta
variable y vacias las pruebas negativas, basandose en la capacidad de los

microorganismos de oxidar las diferentes fuentes de carbono presentes en los pozos de la
placa tipo Elisa las cuales cuentan con un indicador redox que es violeta de

LU= 40 ] 161 1o 31

Figura 6. Representacion grafica del modelo de regresion no lineal. Donde: y = nimero de

UFC contadas en las placas; bo = ordenada al origen (nUmero de UFC en la muestra; x =
diluciones en las cuales se obtuvieron cuentas de UFC..........ccooiiiiiiiiiiicc e e 32

Figura 7. Representacion grafica del comportamiento del oxigeno disuelto en el agua del
sistema de crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus, durante 25 de
experimentacion. Con un valor de 2.9+0.69 mg/l (media + desv. std.), para la densidad de
SIemMbra de 200 INA /L .. e e e s ———————— 34

Figura 8. Representacion grafica del comportamiento del amonio total (NH3=NH;")
disuelto en el agua del sistema de crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus,
durante 25 dias de experimentacion. Con un valor de 0.4+£0.24 mg/l (media + desv. std.),
para la densidad de siembra de 200 iNA /L. ......oooiiiiiiiiiiiiii e 35

LISTA DE FIGURAS iX



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

Figura 9. Porcentajes de aislamiento segun el medio de cultivo selectivo o general que se
utilizaron en el aislamiento de bacterias de la familia Vibrionaceae presentes durante el
desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-12 de la UPIMA....36

Figura 10. Porcentajes de aislamiento de bacterias de la familia Vibrionaceae segun la
fuente presentes duante el cultivo larval de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema
SC-12 A IAaUPIMA . ... ettt e e e et e e e e st e e e e sttt e e asbes seeeasaeeeeannees e 37

Figura 11. Fluctuacion en el nimero de bacterias (UFC/ml) aisladas en los tres diferentes

medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el agua del
sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA. ... ... e e e 45

Figura 12. Fluctuaciones en el nimero de bacterias (UFC/rotifero) aisladas en los tres
diferentes medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el
CUltivo de BrachionUS PHCALIHIS ......uuuuuiiriitie et e e s s e e e e e e e e e e vrarrerennnnnes 49

Figura 13. Fluctuaciones en el niumero de bacterias (UFC/larva) aisladas en los tres
diferentes medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el
cultivo de Paralabrax maculatofasCiatusS........coouuiiiiieiie e e e e 56

Figura 14. Representacion grafica de los porcentajes de abundancia relativa de las
principales bacterias identificadas en los diferentes alimentos vivos, el agua del sistema
SC-12 y en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus a lo largo de 25 dias de
(o] 1= 1 V- VPP 58

LISTA DE FIGURAS X



Vibrios asociados al larvicutivo de cabrillaarenera CICIMARIPN

RESUMEN

En la produccion de semilla de peces marinos del suborden Percoidei (Serranidae y
Lutjanidae), el periodo larvario es la etapa mas critica, ya que es ahi donde se registran las
mayores mortalidades; en el larvicultivo de peces marinos se han registrado mortalidades
mayores del 95%. La presencia de bacterias patdgenas oportunistas (Vibrio y Aeromonas)
en el sistema de crianza, el estrés al que son sometidas y las deficiencias nutricionales, entre
otras, pueden explicar estas elevadas mortalidades. Se hizo el seguimiento de la adquisicion
de la microflora bacteriana de la familia Vibrionaceae presente durante todo el ciclo de
produccion de semilla de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus) sometida a
cultivo en el sistema cerrado de agua marina (SC-12) en la UPIMA del CICIMAR-IPN, en La
Paz, BCS, México. Durante 25 dias se tomaron muestras de larvas vivas, agua y de los
alimentos de apoyo proporcionados a las larvas. Las muestras se procesaron para el
analisis microbiologico (cualitativo y cuantitativo) de la microflora bacteriana heteroétrofa,
aerobia y facultativa. Se aislaron un total de 416 cepas bacterianas, 111 en agar Mac
Conkey, 125 en agar TCBS y el resto en agar marino o agar 2216. Mediante el sistema
multipruebas BiologO se lograron identificar 2 especies de Aeromonas (Aeromonas media y
Aeromonas sp.) y 8 especies de Vibrio (V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.
metschnikovii, V. campbelli, V. proteolyticus, V. carchariae, V. mediterraneiy Vibrio sp.)
durante el ciclo de produccién de semilla de Paralabrax maculatofasciatus. Las cepas

bacterianas que colonizan las larvas son: Vibrio alginolyticus, V. mediterranei y Aeromonas
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media, durante los primeros 8 dias de edad. En las larvas de mayor edad, se detectaronlas
cepas anteriormente descritas ademas de Vibrio proteolyticus. Las principales fuentes de
estas bacterias fueron el agua del sistema de crianza SC-12, los rotiferos y la Artemia. El
sistema Biolog"3 lleg6 ha ser una herramienta bastante eficiente en la identificacion de cepas
bacterianas marinas, aisladas durante el ciclo de produccion de semilla de Paralabrax
maculatofasciatus. En este tipo de ciclos de produccién de peces marinos se recomienda
hacer un seguimiento bacteriologico de las diferentes partes del sistema, ya que se
detectaron bacterias patdgenas oportunistas, por lo que se recomienda llevar a cabo buenas
practicas profilacticas como medidas sanitarias, para disminuir las elevadas mortalidades

de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

RESUMEN Xii



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

AB STRACT

In production of seed of marine fish of the suborder Percoidei (Serranidae and
Lutjanidae), the larval period is the most critical stage because mortality rates are very high
(In the cultivation of the spotted sand bass (Paralabrax maculatofasciatus) death rates
greater than 95% occur). Pathogenic opportunistic bacteria (Vibrio and Aeromonas) in the
rearing system, stress to which they are subjected and nutritional deficiencies are among
several factors that can explain these high mortalities. Investigation of the acquisition of
bacterial microflora of the family Vibrionaceae was made throughout the full cycle of
production of seed of the spotted sand bass Paralabrax maculatofasciatus) subjected to
cultivation in the closed marine water system (SC-12) in the UPIMA, at CICIMAR-IPN, in
La Paz, B. C. S., Mexico. During 25 days, samples of live fish larvae were taken, water and
live feed provided to the larvae. The samples were processed for the qualitative and
guantitative microbiological analysis of the heterotrophic, aerobic, and facultative bacterial
microflora was performed. A total of 416 bacterial strains were isolated, 111 in Mac Conkey
agar, 125 in TCBS agar and the rest in marine agar 2216. By means of the Biolog® system
it was possible to identify 2 species of Aeromonas (Aeromonas media and Aeromonas sp.)
and 8 species of Vibrio (V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. metschnikovii, V.
campbelli, V. proteolyticus, V. carchariae, V. mediterranei and Vibrio sp.) during the cycle
of seed production of Paralabrax maculatofasciatus. The bacterial strains that colonize the
larvae of P. maculatofasciatus are Vibrio alginolyticus, V. mediterranei and Aeromonas

media during the first 8 days, detecting the same three strains later and Vibrio proteolyticus
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in the larvae of greater age. The main sources of these bacteria were the water of the SC-
12 system, and the rotifera and the Artemia feed. The Biolog® system was an efficient tool
in the identification of marine bacterial strains. In this type of reproductive cycle, evaluation
of the bacteriological components of the production facilities is recommended, since
pathogenic opportunistic bacteria can be easily detected. Such a prophylaxes procedure is

recommended to reduce high mortality of larvae.
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| NTRODUCCION

La produccion global de las pesquerias y la acuacultura ha alcanzado en la
actualidad un alto indice, proveyendo mas del 15 por ciento del total de la proteina animal.
China permanece como el mayor productor con una produccion en el afio 2000 de 41.6
millones de toneladas (mt), de las cuales 17 mt son por las pesquerias y 24.6 mt son
aportadas por la acuacultura (FAO 2002).

De acuerdo a las estadisticas de la FAO, la contribucién de la acuacultura al
suministro global de peces, moluscos y crustaceos, continlda en crecimiento, aumentando
de un 3.9 por ciento de la produccion total en peso en 1970 a 27.3 por ciento en el afio
2000. La acuacultura esta creciendo mas rapidamente que los otros sectores productores
de alimentos de origen animal y se ha mantenido un crecimiento sostenido del 9.2 por
ciento por afio desde 1970, comparado con el 1.4 por ciento de las capturas por las
pesquerias y del 2.8 por ciento de los granjeros productores de alimentos de origen animal
(terrestre) (FAO 2002).

La industria del cultivo de peces marinos se encuentra actualmente en evolucién, y
entre los paises que mas avances tecnoldgicos han desarrollado se encuentra Japon, que
en los ultimos 20 afios ha mostrado un crecimiento que ha pasado de 575 000 toneladas
(t) de peces producto de la acuacultura en 1968, a 1,292 000 t en el 2000. Este
crecimiento muestra un progreso sorprendente de la acuacultura y un adelanto de la

investigacién y desarrollo (FAO 2002).
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Debido a mejoras en los sistemas de produccion y a la incorporaciéon de nuevas
especies de peces sometidas a cultivo, se espera que estas cifras se dupliquen en los
préximos 10 afios. Conforme la poblacion humana aumente y la escasez de alimentos se
haga méas aguda, la maricultura tendra un papel importante en el abastecimiento mundial
de alimentos (Wheaton, 1977). La maricultura entonces proporcionaria las proteinas de
origen animal equivalentes a mas de la mitad de la actual captura pesquera mundial
(Bardach et al., 1986).

La acuicultura de peces marinos en México no se ha desarrollado aun como una
actividad comercial, aunque a principios de los 90's se iniciaron las investigaciones en
diferentes regiones del pais, teniendo progresos muy particulares de acuerdo al potencial
de cultivo de algunas especies nativas de las diferentes regiones del pais. Baja California
Sur es uno de los estados donde se ha alcanzado el mayor desarrollo en cuanto a la
investigacion en maricultura de peces de interés comercial, tales como el pargo colorado o
huachinango (Lutjanus peru) y la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). Siendo
esta Ultima la especie mas estudiada por las diferentes instituciones estatales tales como:
Centro Regional de Investigacion Pesquera (CRIP) (Aviles-Quevedo et al., 1994, 1995),
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) (Guzman-Murillo et al., 2000;
Merino-Contreras et al., 2001), Universidad Autbnoma de Baja California Sur (UABCS)
(Cadena-Roa y RoldanLibenson, 1994; RoldanLibenson et al., 1999) y el Centro
Interdisciplinario de Investigaciones Marinas (CICIMAR) (Matus-Nivon et al.,, 1990;
Alvarez-Gonzélez et al., 2001; Penaet al., 2003).

El cultivo intensivo de varias especies de peces en la acuacultura ha ocasionado

que se den condiciones para la proliferacion de gran cantidad de bacterias heterotréficas,
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entre las que destacan los vibrios (Freites et al., 1993). Estas condiciones, aunadas a las
variaciones en la calidad del agua y del alimento, pueden inducir “florecimientos" de
bacterias con alta actividad metabdlica, capaces de producir efectos letales en las
especies sometidas a cultivo intensivo (Elston, 1981).

El cultivo exitoso en las primeras etapas de vida de varias especies de peces
marinos depende del conocimiento de las complejas interacciones de los organismos
cultivados y de las comunidades bacterianas que se desarrollan en el ambiente de los
sistemas de cultivo. El poder identificar la microflora bacteriana por métodos rapidos y
eficientes, permitiria un seguimiento de la sanidad acuicola en los sistemas de cultivo
intensivo.

Los peces llevan a cabo todos sus periodos de vida en el agua, o que permite un
contacto intimo con una variedad de microflora, incluyendo bacterias patdégenas y
patégenas oportunistas, que pueden colonizar varias superficies externas e internas de
éstos (Austin y Austin, 1987).

El mucus epidérmico constituye una capa bioldgica en la interfase pez/ambiente
acuoso. Este mucus puede ser un sitio de adhesién de las bacterias que se encuentren en
el medio (Conway, 1989; Speare y Mirsalimi, 1992), pero también se ha sugerido que
puede funcionar para prevenir la adhesion firme de las bacterias a la piel del pez (Crouse-
Eisnor et al., 1985), funcionando asi como la primera barrera de defensa en contra de la
infeccidon (Pickering, 1974; Pickering y Macey, 1977; Ingram, 1980). Incluso se han
demostrado efectos inhibitorios del mucus de los peces contra ciertas bacterias (Harrell et

al., 1976; Fouz et al., 1990).
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En el mucus hay varios factores de defensa tales como inmunoglobulinas, lisozimas
y aglutininas que pueden ayudar en la proteccion contra bacterias patdégenas o patégenas
oportunistas (Harrell et al., 1976; Fletcher, 1982).

El establecimiento de una microflora “normal” nativa en la superficie mucosa de los
peces juega un papel importante como barrera de defensa contra bacterias peligrosas
para el hospedero. La mayoria de las bacterias que causan enfermedades en peces
marinos son patdgenos oportunistas que estan presentes y son parte de la microflora
“normal” del agua marina. Pocos de ellos son patégenos obligados, los cuales dependen
de un hospedero vivo para su propagacion, por ejemplo Renibacterium salmoninarum y
Mycobacterium spp. (Hansen y Olafsen, 1989).

Las condiciones de “salud” en los peces son alteradas por variaciones ambientales
tales como la temperatura, el pH, la concentracion de oxigeno disuelto, o varios
contaminantes (Rodsaether et al., 1977; Wedemeyer y Goodyear, 1984), asi como la
disponibilidad de hierro (Griffiths, 1991). Fuerzas quimicas o abrasivas pueden también
perjudicar la integridad de la capa de mucus y facilitar el acceso de las bacterias a las
superficies epiteliales del hospedero, pudiendo debilitar la primera linea de defensa y
permitiendo que éstas colonicen, penetren e invadan los tejidos del hospedero.

Los parametros ambientales tales como la temperatura, el pH, la presion osmatica y
el nivel de oxigeno disuelto, pueden también, directa o indirectamente, influir en bacterias
oportunistas. Larsen (1985) report un incremento de hasta 10° bacterias en las cuentas
de Vibrio anguillarium en agua de mar como consecuencia de una descarga de aguas de

deshecho, ricas en nutrientes (carbohidratos).
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El género Vibrio estd constituido por bacterias gram negativas, aerobias y
anaerobias facultativas, que pueden presentar una morfologia de bacilos rectos o curvos
(Figura 1), generalmente halodependientes, maétiles por medio de flagelos polares, aunque
bajo condiciones especificas, por ejemplo en medios sélidos, se observan numerosos
flagelos laterales. No son formadores de endoesporas 0 microquistes, son
quimiorganotroficos y anaerobios facultativos capaces de realizar un metabolismo ya sea
aerdbico o fermentativo; muchos son oxidasa positivos, poseen catalasa, nitratoreductasa

y triptofanodesaminasa y también fermentan la glucosa.

Fotoar affa: 'Ken_neth_'l';
Figura 1. Vibrio cholerae. Forma caracteristica de las bacterias del género Vibrio; bacilos
cortos en forma de coma, de 0.5 - 0.8 nm de ancho, por 1.4 - 2.6 mm de largo, moviles por
medio de un flagelo polar en medio liquido.

Estas bacterias para su crecimiento 6ptimo requieren una concentracion de NaCl no
menor al 1%, aunque hay algunas que pueden crecer a concentraciones del 0.5%. Para su
identificacién es necesario complementar los medios de cultivo que no contengan NacCl,
pues con concentraciones bajas se pueden dar lugar a que no haya crecimiento o
reacciones bioguimicas an6malas que conduzcan a una caracterizacion taxondmica

erronea; algunos sistemas comerciales presentan igualmente problemas de identificacion

derivados de la composicion de los sustratos que utilizan (Baumann y Schubert, 1984).
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Los vibrios son caracteristicamente nativos de habitats marinos, salobres y
estuarinos, son facilmente aislados en proporciones dominantes de la microflora de
animales marinos, macroalgas y el plancton. Pueden presentar grandes “florecimientos”
cuando hay incrementos en la temperatura del agua y hay suficientes nutrientes y se han
observado coincidencias con las variaciones en las particulas plancténicas (Simidu et al.,
1971; Hugq et al., 1983; Pedrds-Alio y Brock, 1983).

La vibriosis es una enfermedad bacteriana que probablemente sea la enfermedad
mas significativa en la acuacultura marina de peces, moluscos y crustaceos. Los tres
principales agentes patégenos de esta enfermedad son Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii
(Schiewe et al., 1981) y Vibrio salmonicida (Egidius, 1987).

El primer vibrio aislado de peces, en cultivos de anguilas en Europa en el Mar
Mediterraneo, fue Vibrio anguillarum. La enfermedad provocada por esta bacteria fue
conocida como “peste roja”; durante los siglos XVIII y XIX caus6 severas pérdidas en los
acuacultores de anguilas en Italia. Estas especies causan enorme dafio a la acuacultura a
nivel mundial y estudios recientes sugieren que Japén pierde anualmente 15 millones de
yenes debido a la vibriosis (Smith, 1988).

Ademas de la abundancia de los vibrios en el agua de mar y de su distribucion a
nivel mundial; tienen caracteristicas fisiol6gicas que los hacen un grupo de particular
interés para su estudio, ya que Vibrio anguillarum mostr6 un gran potencial de
sobrevivencia (Olafsen et al., 1981) durante periodos de hambruna. Del mismo modo se
han reportado resistencia a periodos de inanicion para otras bacterias como Vibrio

salmonicida y Yersinia ruckeri (Thorsen et al., 1992), ambas capaces de sobrevivir por
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mas de 60 semanas en agua de mar (31 ppm) esterilizada mediante la autoclave y a una
temperatura de 6-8°C (Hoff, 1989).

Estos ejemplos de bacterias marinas patdgenas “oportunistas” y su elevada tasa de
sobrevivencia en diversos ambientes como el agua de mar, los sedimentos, las microalgas
y los invertebrados que son utilizados como alimento vivo en el larvicultivo de peces
marinos, dan claros indicios de su elevado potencial dafino para diversos organismos
sujetos a cultivos intensivos.

Colwel (1994) mencioné que menos del 1% del niamero total de bacterias en el
agua marina pueden ser activados o ser capaces de crecer en medios de cultivo de
laboratorio y la discrepancia entre las cuentas totales bacterianas y las cuentas viables
propone la existencia de gran numero de bacterias latentes, inactivas, o viables pero no
cultivables (Colwel et al., 1985; Kjelleberg et al., 1993). Por lo cual es necesario que se
tenga un especial cuidado con los resultados obtenidos en este tipo de trabajos.

Este trabajo pretendi6 encontrar una de las posibles causas que provoca
mortalidades en el larvicultivo de peces marinos en particular de la familia Serranidae,
siendo este un problema conocido como "cuello de botella" en la acuicultura marina y la
hipétesis de trabajo fue que una de las causas de estas mortalidades puede ser debida a
la presencia de bacterias patégenas oportunistas que se encuentran en los sistemas de
produccion y que eventualmente colonizaran las diferentes superficies (internas y
externas) de las larvas y pueden ser la causa de la mortalidad de éstas.

Para abordar este tema fue necesario hacer un seguimiento sistematico durante

una corrida de produccion de larvas de Paralabrax maculatofasciatus, buscando detectar,
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aislar, identificar y cuantificar bacterias patégenas oportunistas en las diferentes partes

gue componen un sistema de produccion de semilla de peces marinos siguiendo el

método propuesto por Muroga et al. (1987).
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ANTECEDENTES

En peces teledsteos, la composicion de la microflora bacteriana refleja la variedad
de taxa presentes en el agua que les rodea (Liston 1957; Austin 1982; 1983; Allen et al.,
1983; Nieto et al.,, 1984). En peces marinos la microflora de la piel estd compuesta
principalmente por Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter, Flexibacter, Bacillus, Escherichia
coli y Pasteurella (Austin, 1982; 1983), mientras que el tubo digestivo es colonizado por
Pseudomonas, Aeromonas y Vibrio (Sakata et al., 1980). Esta diferencia sugiere la
presencia de factores “selectivos” en el tubo digestivo (Yoshimizu y Kimura, 1976).

En términos generales se considera que, en los peces adultos, el niumero de
bacterias en el tracto digestivo es mayor que en otras areas; en el intestino, se han
reportado de 6X10° a 6X10° bacterias/g (Sakata et al., 1978), mientras que en piel de
4X10° a 8X10* bacterias/cm? (Guillespie y Macrae, 1975; Yoshimizu y Kimura, 1976).

La microflora bacteriana aerobia en el intestino de larvas y juveniles de Pagrus
major y Acanthopagrus schlegeli cultivados en Europa y Japén fue estudiada por Muroga
et al. (1987), reportando que hay una relacion entre la microflora del ambiente y la de los
alimentos vivos. El nimero total de bacterias en el intestino fue de 7x10* y 3x10* UFC/pez
respectivamente. Los porcentajes de bacterias mas abundantes de la microflora intestinal
son Vibrio (45%) y Pseudomonas (30%). Las cuentas totales de bacterias para el agua
fueron de 3x10* UFC/ml; 2x10” UFC/g de alimentos vivos (rotiferos y Artemia) y 1x10*

UFC/g en alimentos artificiales.
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Nicolas et al. (1989) reportaron valores de 107 bacterias/ml en el agua del sistema
de cultivo de larvas de Scophthalmus maximus en Francia. NUmeros similares son
reportados para las algas (Pavlova lutheri) y los rotiferos (Brachionus plicatilis); nimeros
de 10%*a 10° bacterias/individuo en rotiferos y en larvas de los peces. Estos resultados en
general indicaron que Vibrionaceae fue el grupo mas abundante y que probablemente fue
introducido por medio del cultivo de los rotiferos. El nimero de vibrios en los cultivos de
rotiferos se incrementa con el paso de los dias del experimento.

En granjas de cultivo de peces marinos en Grecia y en Espafia, Verdonck et al.
(1997) tomaron muestras en las rutinas de produccién de los rotiferos Brachionus plicatilis
para su andlisis microbiolégico, antes y durante el enriquecimiento. Los aislamientos
bacterianos fueron caracterizados por andlisis de cromatografia de gases (FAMES) y por
pruebas metabdlicas con el sistema multipruebas de identificacion de bacterias
BIOLOG®GN2. Los resultados mostraron que Vibrio anguillarum y V. alginolyticus fueron
las especies dominantes de vibrios, tomadas en las muestras de rotiferos después del
enriquecimiento, para ser proporcionadas e n los alimentos de las larvas de peces.

La microflora intestinal de las larvas de Dicentrarchus labrax y Sparus aurata, de
granjas de produccion en Grecia y Espafia, fueron estudiadas por Grisez et al. (1997). En
este estudio las muestras para los analisis microbiolégicos fueron tomadas durante los
regimenes de alimentacion de las larvas con rotiferos Brachionus plicatilis) y de Artemia.
Los resultados indicaron que cuando las larvas fueron alimentadas con rotiferos, la
incidencia de Vibrio anguillarum, V. tubiashii fueron altas. Durante la alimentacién con
Artemia, V. alginolyticus, V. proteolyticus, V. harveyi y V. natriegens fueron los principales

vibrios aislados. Durante el desarrollo larvario, no hay una especie dominante ni
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persistente en la colonizacién del intestino por ninguna de las bacterias aisladas. Las
fluctuaciones en la composicién de la microflora dominante, aparentemente reflejan la
composicién de la microflora bacteriana de los alimentos vivos. Sin embargo, el género
Vibrio no fue encontrado en las etapas finales del desarrollo larvario. Dos muestras
adicionales fueron tomadas durante mortalidades masivas en larvas de peces. En ambas
muestras Vibrio anguillarum fue la cepa dominante y esta fue asociada a la alimentacion
con rotiferos. Estos resultados sugieren que las mortalidades masivas de larvas pueden
ocurrir cuando V. anguillarum domina en la microflora del intestino de las larvas de peces.

Yoshimizu et al. (1999) reportaron los resultados de estudios realizados en el cultivo
del lenguado Paralichthys olivaceus en el Japén, aislando bacterias por el método de
cuenta viable del agua del sistema de crianza, rotiferos, Artemia, el alimento artificial
peletizado y larvas, encontrando 1x10* 1x10° 1x10’, 1x10® y 1x10° UFC/ml (0 g)
respectivamente. Flavobacterium, Acinetobacter y Moraxella fueron los grupos dominantes
en rotiferos, Artemiay el alimento artificial. Vibrio fue el grupo dominante en el cuerpo y en
el intestino de las larvas y juveniles. Ademas, se encontré que la flora intestinal en las
larvas fue influenciada por la flora bacteriana del agua del sistema de crianza y de los
alimentos.

Watanabe y Yoshimizu (2000) reportaron que en el cultivo del lenguado Verasper
moseri en fases juveniles, los niveles de cuentas viables de bacterias en agar marino, en
la piel y en el intestino fueron del orden de 1x10% UFC/cm y 1x10* UFC/g respectivamente.
En rotiferos y Artemia los grupos predominantes fueron Vibrio y Alteromonas, mientras

gue en la microflora bacteriana de la piel de los juveniles de lenguado los grupos
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dominantes fueron Alteromonas, Pseudomonas, Alcaligenes y Vibrio; y en la microflora
intestinal el grupo predominante fue Vibrio.

En el cultivo del lenguado Paralichthys dentatus en los Estados Unidos, Heddy y
Jones (2002) reportaron que hicieron un seguimiento de los ciclos de produccién desde
1996 hasta 1999, tomando muestras del agua de los sistemas de crianza, asi como de las
larvas y los alimentos vivos, examinando y cuantificando las bacterias heterétrofas totales
asi como los vibrios, reportando que durante el desarrollo larvario de los peces hay una
microflora nativa, estable durante y después de la metamorfosis: Acinetobacter,
Agrobacterium, Flavobacterium, Moraxella y Pseudomonas fueron los grupos bacterianos
dominantes en el fitoplancton, rotiferos y en las etapas larvales tempranas. Sin embargo
en Artemia y en larvas de mas edad se reportaron valores altos de Vibrio y Enterobacter.

En larvas de Paralabrax maculatofasciatus sometidas a cultivo en sistemas
cerrados de circulacion marina, no se han realizado estudios sobre la adquisicion de la
microflora bacteriana de la familia Vibrionaceae hasta este momento. Mientras que en
adultos de P. maculatofasciatus hay trabajos relacionados con estas bacterias (Guzman-
Murillo et al., 2000; Merino-Contreras et al., 2001; Martinez-Diaz y Anguas-Vélez., 2002)
relacionados con enfermedades ulcerativas y hemorragicas ocasionadas por vibrios de
origen marino, asi como en la produccion de bacterinas y los diferentes procesos de

adhesion de los vibrios al hospedero.
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\]USTIFICACION

Por las caracteristicas del medio en que se desarrollan los peces, éstos son
bafiados continuamente por una suspension acuosa de microorganismos, que
eventualmente colonizan la superficie del pez y forman parte de su microflora residente;
del mismo modo, los diferentes tipos de alimentos son portadores de bacterias, las que al
entrar en el tracto digestivo pueden colonizar este “favorable” nicho ecoldgico (Austin y
Austin, 1987).

El potencial de cultivo de Paralabrax maculatofasciatus ha sido estudiado durante
los dltimos afios por el CICIMAR, debido principalmente ha que cuenta con la
infraestructura y tecnologia basica para su cultivo intensivo en el sistema cerrado de agua
marina de la UPIMA (Alvarez-Gonzalez et al., 2001).

Uno de los principales problemas al que se enfrenta actualmente el desarrollo de su
biotecnologia, son las altas mortalidades en el periodo larvario (Alvarez-Gonzalez et al.,
2001). Una de las causas principales de estas altas mortalidades, que estad bien
documentada para peces y otras especies de organismos marinos cultivados Hansen y
Olafsen, 1999; Vandenberghe et al.,, 2003), es la presencia de bacterias patdgenas
oportunistas de la familia Vibrionaceae, las cuales provocan enfermedades relacionadas
con altas mortalidades. En los cultivos de peces marinos de las familias Serranidae y
Lutjanidae estas mortalidades ocurren en especial durante el periodo larvario.

Por tal motivo, existe la necesidad de obtener informacion sobre los procedimientos

de diagnéstico y control de enfermedades en larvas de peces marinos sometidos a cultivo
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intensivo, haciendo un seguimiento microbiolégico de la calidad del agua y de los
alimentos vivos (Planas y Cunha, 1999; Skjermo y Vadstein, 1999).

En este sentido, se hace necesario el estudio de la adquisicion, identificacion y
dinamica de la microflora bacteriana de la familia Vibrionaceae presente durante todo el

ciclo de produccion de semilla de Paralabrax maculatofasciatus.
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OBJ ETIVO GENERAL

Caracterizar la microflora bacteriana de la familia Vibrionaceae, presente en un

sistema cerrado de agua marina durante todo el ciclo de produccion de semilla de

Paralabrax maculatofasciatus.

OBJ ETIVOS PARTICULARES:

Detectar la presencia de bacterias patdgenas oportunistas de la familia Vibrionaceae en
los sistemas de produccién de Paralabrax maculatofasciatus.

Describir la composicion de la microflora bacteriana del género Vibrio y Aeromonas
asociada a las fases iniciales de vida de Paralabrax maculatofasciatus, y sus
caracteristicas fenotipicas.

Describir la sucesion bacteriana (dinamica) que se da en los sistemas de produccion de
semilla de Paralabrax maculatofasciatus.

Determinar las relaciones de la microflora bacteriana de Paralabrax maculatofasciatus

con la comunidad bacteriana encontrada en el agua del sistema SC-12 y el alimento vivo.

OBJETIVOS 15



Vibriosasociadosal larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

M ATERIAL Y M ETODOS

OBTENCION DE LOS HUEVOS

La obtencién de los huevos requeridos para la cria larvaria se hizo mediante el
desove espontaneo de un lote de reproductores de cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) mantenidos en el Sistema de Circulacion Cerrada de Induccién al
Desove (SCID), del laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN (Figura 2); de

acuerdo a la metodologia propuesta por Rosales-Velazquez (1997).
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Figura 2. Representacion esquematica del Sistema Cerrado de Induccion al Desove del
Laboratorio de Biologia Experimental (SCID); Consta de 4 tanques experimentales de
1000 | (T1 al T4); Bomba de recirculaciéon; Sistema de Luz Ultravioleta (UV); Espumador
de material organico (E); Filtro Mecanico de cartucho (FM); Filtro biolégico (FB); 4
recolectores de huevos (C1 al C4) (Rosales-Velazquez, 1997).
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INCUBACION Y SIEMBRA DE LARVAS

Se tomé un desove de 120 ml, lo que hizo un total de 216,000 huevecillos
fecundados, ya que se calculé un nimero de 1800 huevos/ml.

Los huevos se desinfectaron e incubaron durante 12 horas en un tanque
cilindrocénico (Figura 3) de fibra de vidrio de 120 | de capacidad, con agua de mar filtrada

(10 y 5 nm) y desinfectada mediante un sistema de luz Ultra Violeta (UV) compuesto por 4

lamparas y aireacion constante hasta su eclosion.

Figura 3. Representacion esquemética de un tanque cilindroconico de 120 | de fibra de
vidrio utilizado como incubador, con aireacion constante por medio de una bomba de aire
tipo turbina, para mantener en suspension los huevos de Paralabrax maculatofasciatus.

hasta su eclosion.
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Una vez emergidos los eleuteroembriones se sembraron aleatoriamente en el
sistema de circulacion cerrada de agua marina (SC-12) de la unidad piloto de maricultivos
(UPIMA), en doce tanques rectangulares y sin esquinas de 140 | (Figura 4), a una
densidad de 50, 100, 150 y 200 individuos/l, segin la metodologia descrita en Alvarez

Gonzaélez et al. (2001).

SISTEMA DE CRIANZA LARVARIA SC-12

El agua de mar se extrajo de un pozo intermareal de 15 m® de capacidad localizado
en la playa adyacente al CICIMAR, se bombeé a los depdsitos, ubicados en el techo de la
misma y por gravedad se aportd al sistema SC-12 (Figura 4). Este sistema consta de lo
siguiente: Doce tanques rectangulares de fibra de vidrio color gris de 140 | de capacidad,;
una bomba hidraulica Centurion de 1.5 Hp; un filtro mecéanico (de cartucho) marca Jacuzzi
CFR; un filtro biol6gico Sea Storm; un sistema de luz Ultra Violeta compuesto por 4
lamparas marca Tropical Marine Centre PM4; un espumador de materia organica y un
depdsito de fibra de vidrio cilindrico de fondo plano de 700 I, color azul.

La iluminacion del sistema SC-12 se logré6 mediante lamparas de Nedn controladas
por interruptores autométicos, siguiendo un fotoperiodo de 13:11 (luz-oscuridad) horas.

La aireaciéon del sistema SC-12 se mantuvo con una sopladora de 5 HP y se
distribuy6 al sistema mediante tuberia de PVC y con mangueras de hule de 5 mm de
diametro a los tanques de crianza larvaria.

El recambio de agua en el sistema SC-12 se realizé en forma gradual, siendo del
0% en los dias 1 al 6; del 25% en los dias 7 al 15; del 50% en los dias 16 al 21 y del 100%

a partir del dia 22 al 30.
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Figura 4. Representacion esquematica del sistema de circulacion cerrada de agua marina
(SC-12) donde: 1-tanque de 140 |; 2-sistema de lamparas de luz UV; 3iltro biolégico; 4-
filtro mecéanico; 5-columna de aireacién; 6-espumador de albuminas; 7 -bomba sumergible;
8-reservorio de 700 .

CALIDAD DEL AGUA SC-12

En cada uno de los tanques utilizados para el experimento se realizé un
seguimiento diario de los siguientes parametros: Oxigeno disuelto en mg/l (mediante un
oximetro marca YSI, modelo 58), salinidad en %. (mediante un refractbmetro, marca

Aquafauna), temperatura en °C (mediante un termoémetro de mercurio).
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En el caso de los valores de amonio total, nitrato y nitrito en ppm, se determinaron
por métodos espectrofotométricos segun Strickland y Parsons (1972), utilizando un

espectrofotbmetro marca Spectronic, modelo Genesys 2.

PRODUCCION DE ALIMENTO VIVO

En el laboratorio de la UPIMA se mantuvieron cultivos de alimentos vivos tales
como: Microalgas (Nannochloris sp.) y rotiferos (Brachionus plicatilis) en columnas de fibra
de vidrio.

El cultivo de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus) se realizd en tanques
exteriores de 600 | de fibra de vidrio.

La produccion masiva de nauplios, juveniles y adultos de Artemia (Artemia
franciscana) se realiz6 a partir de la eclosion de quistes enlatados. Se cultivaron en
tanques exteriores de 150 | y se mantuvieron con aireacion constante y alimentacion con
la microalga Chaetoceros calcitrans. El aporte de Artemia adulta fue complementado con
adultos capturados en la salina de San Juan Nepomuceno, B. C. S., sitio adyacente al

puerto de Pichiligue.

ALIMENTACION DE LAS LARVAS
A partir del dia 2, posterior a la eclosion, las larvas han agotado las reservas del
saco vitelino, se les han pigmentado los ojos, se abre la boca y se da la apertura del ano.

Fue entonces cuando se utilizé el esquema de alimentacion reportado por Alvarez
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Gonzélez et al. (2001) y que se muestra en la Tabla 1. Como primer alimento exdégeno se

proporcionaron

rotiferos

(Brachionus plicatilis),

los que sucesivamente

fueron

complementados por copépodos (Pseudodiaptomus euryhalinus), asi como diferentes

estadios de desarrollo de Artemia (nauplios, metanauplios, juveniles y adultos).

Tabla 1. Esquema de alimentacion usado para la crianza larvaria de Paralabrax
maculatofasciatus descrito en Alvarez-Gonzélez et al. (2001), para la densidad de 200

larvasl/I.
Dia Rotiferos Copépodos Artemia Eleuteroembrion Microalga
Brachionus | Pseudodiaptomus Artemia (ind./ml) Nannochloris
plicatilis euryhalinus franciscana sp. (cel./ml)
(ind./ml) (ind./ml) (ind./ml)
1 20s 3x10°
2 28.0s
3 48.0s 3x10°
4 57.6s
5 26.8 s 6x10°
6 38.8s 1.6n
7 34.0s
8 49.6 s 1.2n, ¢ 5x10°
9 48.8 s
10 38.0s 0.8n,c,a
11 | 37.2(18.4¢€) 4ns
12 | 37.2(18.0¢€) 9.2ns
13 376e 9.2ns
14 316e 8.4ns
15 356e 12.8ns
16 244 e 13.2ns,4.4ne
17 200e 8.8ns,4.4ne
8.8ns, 4.4n e,
18 20.0e 0.8j
19 20.0e 8.8n's, 2.0j
20 16.0e 44.0n s, 1.6 0.04
21 32.8ns, 1.6 0.04
22 0.4j + at, 18.3n 1.2
23 0.4j + at, 14.6n
Adulta a
24 saciedad t, 0.8
10.6n
25 Adl.ma a Sin cuantificar
saciedad
s = sin enriquecer; e = enriquecido; n = nauplio; ¢ = copepodito; j = juveniles; a = adulto.
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OBTENCION Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Para aislar la microflora bacteriana interna de las larvas, durante la crianza larvaria
de Paralabrax maculatofasciatus (aproximadamente 30 dias), se tomaron muestras
aleatorias de larvas vivas cada tercer dia, mediante sifone6 con manguera de hule de 5
mm, de cada uno de los tres tanques cuya densidad de siembra fue 200 larvas/| descrita
en Alvarez-Gonzéalez et al. (2001). Se escogié esta densidad por ser donde habia mas
vulnerabilidad de las larvas debido a que su sistema inmune se ve disminuido, al haber
mayor cantidad de efectos densodependientes (bajos niveles de oxigeno disuelto, altas
concentraciones de amonio total, gran densidad de individuos por ml, competencia) y por
lo tanto méas probabilidad de aislar bacterias de la familia Vibrionaceae. Las larvas se
procedieron a desinfectar con cloruro de benzalconio al 0.1% por 15 segundos y un lavado
posterior con solucion salina estéril al 0.85% por 30 segundos, segun el método descrito
por Muroga et al. (1987).

Con el fin de aislar la microflora interna y externa de las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus se obtuvieron muestras aleatorias de larvas vivas de la misma manera
en la que se menciond anteriormente, las cuales solo se enjuagaron con solucion salina
estéril y se procedio a hacer el mismo método descrito por Muroga et al. (1987).

Simultaneamente, se obtuvieron muestras de agua de los tanques de crianza y de
los diferentes alimentos vivos que se filtraban y concentraban en un volumen de 1000 ml
en agua de mar filtrada y desinfectada mediante luz UV un poco antes de ser
proporcionados a las larvas. En la Tabla 2, se observa el esquema para la obtencion de
muestras, la cual se sincronizé con el calendario de alimentacion propuesto por Alvarez

Gonzélez et al. (2001) para la crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus.
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Tabla 2. Esquema del calendario de muestreo y nimero de muestras para su analisis
microbioldgico de los componentes del sistema de produccion.

DIA Larvas Microalgas Rotiferos Copépodos Artemia Agua
100y 100 3.0 x 10° celiml 15,000 rot/ml Iml
100y 100 6.0 x 10° cel/ml 30,000 rot/ml Iml
6 40y 40 5.0 x 10° cel/ml 20,000 rot/ml 840/ml 1ml
8 30y 30 26,000 rot/ml 630/ml 1Iml
10 30y 30 *20,000 rot/ml 350/ml 1ml
12 30y 30 *10,000 rot/ml *1,350nau/ml 1ml
15 30y 30 *19,000 rot/m *1,650nau/mi 1ml
20 30y 30 200 ad/ml 1ml
25 30y 30 200 ad/ml 1ml

* enriquecidos con SELCO. cel/mi=células/ml. rot/mi=rotiferos/ml. nau/mi=nauplios/ml. ad/ml=adultos/mI.

Las muestras se homogeneizaron en solucion fisiologica estéril al 0.85%; las
microalgas y rotiferos con un ultrasonicador marca Bransonic modelo 3510R DTH, asi
como los copépodos, Artemia y larvas de Paralabrax maculatofasciatus con un disruptor
de tejidos marca Bamix modelo M122.

Con los homogeneizados, se realizaron diluciones decimales en solucion salina
estéril al 0.85%, de las que se sembraron 100 nt de cada una de las diluciones, por
quintuplicado y triplicado por el método de estria cruzada en placas de agar marino (2216),
agar TCBS y agar Mac Conkey, adicionados al 2% con NacCl.

Las placas inoculadas, se incubaron por 24 y 48 horas a 30+1°C en una incubadora
marca FELISA modelo 141. Al terminar cada periodo de tiempo, se registraron los datos
de crecimiento, morfologia y predominancia colonial en bases de datos disefiadas para tal

fin (Tabla 3). Una vez realizados los andlisis matematicos correspondientes a dominancia
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y frecuencia, se determind el nimero de cepas a aislar de cada muestra (el criterio que se
sigui6 fue que las cepas aisladas representaran el 95% de la abundancia de morfotipos

coloniales por muestra) y de cada dia de la corrida de produccién larvaria.

Tabla 3. Esquema que muestra las bases de datos disefiadas en Excel, para registrar las
caracteristicas coloniales de las diferentes muestras procesadas para el aislamiento de la
microflora bacteriana presente durante las primeras fases de vida de Paralabrax
maculatofasciatus.

Reporte para la abundancia de morfotipos coloniales por dilucion.

Fuente Medio
Dilucion Fecha

Replica
Morfotipo Descripcién 1 2 3 4 5

—ITOMmMmoI0|® >

|Total

Morfotipo Porcentaje por replica Promedio
1 2 3 4 5

—ITOMmMmoI0|® >

Total

Jerarquia de acuerdo al porcentaje
Numero Morfotipo % Y%acumulado JAislar | Cepandmero

SloloNp ol oo -
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Aislamiento y mantenimiento de las cepas

El aislamiento se realizd por resiembras sucesivas de las bacterias predominantes,
mediante la técnica de estria cruzada en placas de agar marino, la cual consiste en pasar
una porcion de la colonia a la superficie de agar marino estéril y sembrar por estrias
cruzadas. El objetivo es obtener colonias de bacterias separadas unas de otras y de esta
manera estar seguro de que una colonia es originada por una sola célula bacteriana.

Las cepas aisladas se mantuvieron en una incubadora refrigerada marca REVCO
Scientific Inc. modelo VOD50ABA a 14+1°C en tubos de agar marino inclinado para su

posterior caracterizacion bioquimica y morfologica.

Identificacion de bacterias aisladas

Se utilizaron pruebas convencionales para la caracterizacion de las cepas
bacterianas aisladas (Cowan y Steel, 1974; Colwell, 1994).

A cada cepa aislada se les determinaron las siguientes caracteristicas: morfologia
colonial, morfologia celular; propagacion en TSA; tincion de gram; movilidad. También se
sometieron a las siguientes pruebas bioquimicas: Oxidacién/Fermentacion de glucosa; rojo
de metilo; Voges-Proskauer; TSI (EP); KIA (EP); citrato Simmons); produccién de gas;
produccién de Indol; crecimiento en diferentes medios de cultivo como: agar Mac Conkey,

agar TCBS, agar TSA o agar Nutritivo a diferentes salinidades (0.5, 6 y 10% de NacCl).
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Como alternativa de identificacion, se utilizaron sistemas multipruebas comerciales
tales como el API-ZOEO, el cual es un sistema para la identificacion de Enterobacteriaceae
y otros bacilos gramnegativos. Se basa en la utilizacion de 23 pruebas bioquimicas
estandarizadas y miniaturizadas, una base de datos (libro anexo) y el sistema Biologo
GN2, de la compafiia Biolog® quién desde 1989 ha proveido a los laboratorios para la
identificacion y caracterizacion de bacterias aerobias, anaerobias, levaduras y hongos.
Aproximadamente 1400 especies pueden ser identificadas por este sistema, de las cuales
501 especies de bacterias son gramnegativas. El grupo de interés en este estudio
(Vibrionaceae) pertenece a este tipo de bacterias. El método se basa en la utilizacion de
placas tipos Elisa de 96 pozos, los cuales contienen 95 pruebas bioquimicas diferentes,
estandarizados y miniaturizados, con su base de datos computarizada (MicroLog 4.0).

Estos son sistemas comunmente utilizados en los laboratorios de analisis clinicos,

pero que no han sido probados con bacterias de origen marino.

Tincion de Gram

De cada una de las bacterias aisladas se tomé una pequefia muestra con el asa
bacteriologica y se colocé en un portaobjetos previamente lavado con alcoholacetona,
sobre una gota de solucion salina estéril al 0.85%, posteriormente se mezcl6 y fijé con el
calor del mechero Bunsen. Una vez fri6 se aplicd el siguiente método estandar: 1) Cristal
violeta, durante un minuto. 2) Lugol, durante un minuto. 3) Alcohol-Acetona al 3%, durante

15-20 segundos y 4) Safranina, durante un minuto. Entre cada uno de los pasos se

enjuago con agua corriente. Una vez hecho esto, las laminillas con las preparaciones se
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observaron al microscopio Optico de contraste de fases marca Zeiss a 100x con aceite de
inmersion, anotando la forma y el color de @da cepa. De acuerdo a la coloracién se

clasificaron en bacterias grampositivas (violetas) y gramnegativas (rojas).

Motilidad

La prueba de motilidad se observé en tubos de agar gelatina y de la misma manera
se determiné si presentaba la enzima gelatinasa. Para realizar esta prueba una pequefia
muestra fue tomada de cada cepa bacteriana con un asa bacterioldgica con punta. Una
vez tomada una pequeiia cantidad de un cultivo fresco (24 horas) se inocularon por medio
de una puncion en este medio, para posteriormente incubar los tubos por 24 horas a
30+1°C. Después de que transcurrio el tiempo de incubacion, se leyeron los tubos
observando si hubo crecimiento y movimiento horizontal de las bacterias a los lados de la

puncion.

Oxidacion-Fermentacion

Se prepararon una serie de tubos de ensayo con medio Hugh y Leifson (modificado
por Leifson, para bacterias marinas) se ajusté la salinidad a 25 ppm y se sembraron por
puncion cada una de las cepas bacterianas por duplicado. Uno de los tubos se incubd con
un tapon de aceite mineral estéril para crear condiciones anaerobias y el otro se incub6 de
manera normal "aerobia” a una temperatura de 30+1°C por 24 horas. Los tubos se leyeron
observando la coloracion del medio; si hubo crecimiento de la bacteria hubo acidificacion

del medio y por lo tanto un cambio en la coloracion (vira de rojo a amarillo, debido a que
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se sustituyd el azul de bromotimol por rojo de fenol). Si hubo cambio en la coloracion del
medio en el tubo aerobio y en el anaerobio no hubo cambio se considerd que la bacteria
fue oxidativa; si hubo cambio en la coloracion de ambos tubos entonces se considero a la
bacteria como fermentativa. Si no hubo cambio en la tonalidad de ninguno de los tubos

entonces se considerod negativa la prueba.

Catalasa

En un portaobjetos limpio se colocd una pequefia cantidad del cultivo bacteriano y
se le adicion6 una gota de perdxido de hidrégeno al 3%; si se observo la produccién de
burbujas de aire se consideré6 como una prueba positiva, si no hubo produccién de

burbujas, se consider6 como negativa.

Oxidasa

En un trozo de papel filtro Whatman se coloc6 una asada del cultivo bacteriano y se
adicion6 una gota de tetrametil-p-fenilnediamina al 1%. Se esperé por espacio de 10-20
segundos y si presenté un cambio en la coloracion (vire a azul) se consideré una prueba

positiva, si no hubo vire en la coloracién se considerd negativa.

Voges-Proskauer

Se hizo una resiembra de las cepas en caldo nutritivo ajustando la salinidad a 25

ppm incubandolas a 30+1°C por 24 horas, para asi tener cultivos "frescos". Del mismo

modo, se prepararon una serie de tubos de ensaye con 4 ml c/u con medio rojo de metilo
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Voges-Proskauer (RM-VP) (Bioxono) los cuales se inocularon con 100 m del cultivo fresco,

y se incubaron a 35t1°C por 24-48 horas. Posteriormente se revelaron agregando 0.6 ml
de solucion de alfa-naftol al 5% y 0.2 ml de solucién de Hidréxido de Potasio al 40%, al
cabo de dos horas se leyeron. Si se observo una coloracion roja se considerd positiva la

prueba y si se observo un color amarillo la prueba se considero negativa.

Crecimiento a diferentes concentraciones de NacCl

Se prepararon placas de agar TSA o agar nutritivo con tres diferentes
concentraciones de NacCl, siendo estas de 0.5, 6 y 10%. En las cuales se procedié a
sembrar las cepas bacterianas mediante estria simple, posteriormente se incubaron a
30+1°C por 24 horas y si se observo crecimiento de la bacteria en la placa, se considero
como una prueba positiva, si no hubo crecimiento o si este es inconspicuo se considero

negativa.

PROCEDIMIENTO PARA EL SISTEMA API20E bioMERIEUX?

La galeria APl 20E consta de 20 microtubos que contienen substratos
deshidratados. Las pruebas se inocularon con una suspension bacteriana fresca y
ajustada a una densidad 6ptica de 1.0 de absorbancia que rehidraté los medios. Durante
la incubacion a 30+£1°C por 24 horas el metabolismo de la bacteria produce cambios de
color espontaneo o bien al afadir reactivos. La lectura de las reacciones se hizo de
acuerdo con la tabla de lectura y la identificacion mediante la tabla de identificacion de

sistema API 20E indice o el programa informatico para identificacion.
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PROCEDIMIENTO PARA EL SISTEMA BIOLOG? GN2

Se siguio el procedimiento estandar para inocular las placas del sistema BiologO
GN2: Una vez aislada y purificada la cepa hacteriana se resembr6 para tener cultivos
"frescos” de 24 horas, se procedié a preparar una suspension de la cepa en solucion
salina estéril al 0.85%, ajustando la turbidez a uno en un nefelémetro marca Biolog® . Para
de esa manera tener una concentracién aproximada de 1x10° UFC/ml.

Posteriormente, se inocul6 con 150 ni de la suspensién bacteriana una placa tipo
Elisa de 96 pozos de Biolog® GN2 con una micropipeta multicanales (nueve puntas) marca
Biolog®, se taparon, etiquetaron, y se anoté la hora en que se inocularon y se incubaron a
30+1°C en una incubadora marca FELISA modelo 141 por 24 horas.

Una vez incubadas las placas tipo Elisa de cada una de las cepas aisladas y
seleccionadas, se leyeron en un espectrofotometro para placas de Elisa marca Sensident
Scan 1.4-0 a 540 nm de longitud de onda. Los resultados de cada una de las placas
fueron impresos en el papel térmico del espectrofotometro y posteriormente se capturaron
en una base de datos de Microsoft Excel® .

Una vez realizadas las lecturas de cada placa o de cada cepa bacteriana
seleccionada, se capturaron en el software de identificacion del sistema Biolog®. Una vez

capturadas fueron obtenidas las identificaciones "presuntivas” de cada cepa sometida a

este procedimiento de identificacion, obteniendo género, especie, porcentaje de
identificacion e indice de similitud con las cepas de la base de datos del sistema Biolog? .
Para cada cepa sometida a la identificacion por medio del sistema Biolog® se

obtuvieron los resultados como los que se observan en la Figura 5, en la cual se pueden
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observar los siguientes datos: Hora y fecha en que se inoculd la cepa sometida a la
identificacién presuntiva, tiempo de incubacion, tipo de placa, tipo de cepa, nombre de la
cepa, numero de la cepa, asi como la identificacion "presuntiva” de la cepa, probabilidad,
similitud, distancia entre la cepa problema y la de la base de datos (andlisis de

clasificacion o agrupamiento) y el tipo de bacteria.

7 Biokog MecroLog! 400
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Figura 5. Hojas de resultados del sistema de identificacion Biolog® MicroLogl 4.00, en la
cual se observan las respuestas fisiologicas de las 95 diferentes pruebas bioquimicas.
Siendo llenas las pruebas positivas, semillenas las pruebas que dan una respuesta
variable y vacias las pruebas negativas, basadndose en la capacidad de los
microorganismos de oxidar las diferentes fuentes de carbono presentes en los pozos de la
placa tipo Elisa las cuales cuentan con un indicador redox que es violeta de tetrazolium.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Se estimé la abundancia relativa de cada una de las muestras procesadas, durante
el aislamiento de los morfotipos bacterianos del grupo de interés. Utilizando la hoja de
datos de la Tabla 3, se capturaron los siguientes datos: Fuente, dilucion, medio de cultivo,
fecha, morfotipo colonial, descripcion de la colonia, cuenta en cada una de las cajas que
son las replicas experimentales, asi como numero de las cepas a aislar.

Fueron calculadas las UFC mediante un modelo de regresion no lineal, cuya
férmula es la siguiente:

y = bo (10%).

Modelo: REGRESION NO LINEAL
y=bo (10%)
y=(8432.50)*(10** %)

9000
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7000
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3000

2000

1000

-1000 -
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Figura 6. Representacion grafica del modelo de regresion no lineal. Donde:
y = Numero de UFC contadas en las placas.
bo = Ordenada al origen (nimero de UFC en la muestra).

x = Diluciones en las cuales se obtuvieron cuentas de UFC.

Se establecieron las diferentes dinamicas poblacionales a lo largo del tiempo de las

cepas bacterianas aisladas en las primeras fases de vida de la cabrilla arenera y los
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sistemas de produccion de alimentos vivos utilizados en sistema de crianza larvaria.
Buscando identificar que tipos de bacterias se movieron horizontalmente de un sistema a
otro, tratando de explicar que bacterias y cuando llegan al sistema digestivo de las larvas
de cabrilla arenera y si estas son patdégenas oportunistas.

Se realizaron pruebas de normalidad de los datos (transformados mediante logio)
por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y posteriormente se llevd a cabo un analisis de
varianza de una via (p<0.05) del nimero de UFC aisladas en cada uno de los medios de
cultivo para cada dia de muestreo en: El agua del sistema de crianza larvaria SC-12, el
sistema de producciébn de Brachionus plicatilis y las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus. Se aplico la prueba de Tukey cuando se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) mediante el software Statistica 6.0, de Statsoft.

Se aplicaron analisis de correlacion lineal simple de Pearson del numero de
bacterias (UFC/larva) aisladas en cada uno de los tres diferentes medios de cultivo
presentes en las primeras fases de vida de Paralabrax maculatofasciatus con los
parametros fisicoquimicos (oxigeno disuelto y amonio total) del agua del sistema de
crianza larvaria SC-12 de la UPIMA.

También se realizaron analisis de correlacion lineal simple de Pearson del nimero
de bacterias (UFClarva) aisladas en cada uno de los tres diferentes medios de cultivo
utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en las primeras fases de vida de
Paralabrax maculatofasciatus, con el numero de bacterias aisladas en los diferentes
alimentos vivos (microalgas, rotiferos, copépodos y Artemia) y el agua del sistema de

crianza larvaria SC-12 de la UPIMA.
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RESULTADOS

Calidad del agua del sistemade crianza larvaria SC-12

Se obtuvieron valores cercanos a los recomendados para el cultivo de larvas de
peces de marinos (Tucker*, 1998) en parametros fisicoquimicos tales como: Temperatura
(24.94£0.7°C), salinidad (34+1°/o0), nitrito total (0.27+0.14 mg/) y ntrato total (1.17+0.13
mg/l), se observaron valores de oxigeno disuelto mas bajos (2.9+0.69 mg/l) que los
recomendados* para el cultivo de larvas de peces marinos, como se muestra en la Figura
7; asi como valores de amonio total mas altos (0.40+0.24 mg/l) que los recomendados*

para el cultivo de larvas de peces marinos como se observa en la Figura 8.

50 f——————————————— ]

valor de oxigeno disuelto recomendado por Tucker
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Figura 7. Representacion grafica del comportamiento del oxigeno disuelto en el agua del
sistema de crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus, durante 25 dias de
experimentacion. Con un valor de 2.9+0.69 mg/l (media + desv. std.), para la densidad de
siembra de 200 ind./I.
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Figura 8. Representacion grafica del comportamiento del amonio total (NHz=NH;") disuelto
en el agua del sistema de crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus, durante 25
dias de experimentacion. Con un valor de 0.4+0.24 mg/l (media = desv. std.), para la
densidad de siembra de 200 ind./I.

Cepas aisladas en los diferentes medios de cultivo

En dos corridas de produccion de semilla de Paralabrax maculatofasciatus que se
utilizaron, se aislaron un total de 416 cepas bacterianas predominantes en los diferentes
medios de cultivo como se observa en la Figura 9. El 43% (180 cepas bacterianas) fueron
aisladas en agar marino (AM) o 2216 (Difco), medio que resulta importante para efectuar
las cuentas viables, aislamiento y purificacién de los microorganismos, el 27% (111 cepas
bacterianas) fueron aisladas en agar Mac Conkey (MC) (Difco), el 30% (125 cepas
bacterianas) fueron aisladas en agar TCBS (Difco), siendo estos dos ultimos, medios

selectivos para aislar cepas bacterianas de la Familia Vibrionaceae, durante todo el ciclo
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de produccion de semilla de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema de crianza

larvaria SC-12 de la UPIMA.

OAM @OMC ®TCBS

Figura 9. Porcentajes de aislamiento segun el medio de cultivo selectivo o general que se
utilizaron para el aislamiento de bacterias de la familia Vibrionaceae presentes durante el
desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-12 de la UPIMA.

Cepas segun la fuente de aislamiento

El 39% del total de las cepas bacterianas aisladas en los medios de cultivo (Figura
10) correspondieron a las presentes en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus, siendo
esta la fuente de aislamiento mas importante de este trabajo. Se puso especial cuidado de
tener una buena cantidad de cepas bacterianas que pudieran explicar la composicién de la
microflora bacteriana de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus. El 21% se obtuvo del
agua del sistema de crianza larvaria SC-12, siendo la segunda fuente en importancia por
namero de aislamientos. El 18% provino de los rotiferos (Brachionus plicatilis) siendo esta

fuente muy importante al igual que el agua del sistema, en cuanto al numero de
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aislamientos. Los siguientes porcentajes fueron a partir de los otros cultivos de alimentos
vivos de apoyo utilizados en el cultivo de Paralabrax maculatofasciatus. El 13% se aisl6 de
la Artemia (Artemia franciscana), el 6% de los copépodos (Pseudodiaptomus euryhalinus)

y el 3% a partir de las microalgas (Nannochloris sp.).

Larvas
39%

Agua
21%

Microalgas
3%

Artemia Rotiferos
13% Copépodos 18%
6%

Figura 10. Porcentajes de aislamiento de bacterias de la familia Vibrionaceae segun la
fuente presente durante el cultivo larval de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema
SC-12 de la UPIMA.

Morfologia colonial de las cepas aisladas

Se aislaron 416 cepas, el 10% se perdieron (murieron) en el proceso de resiembra.
De éstas, algunas de ellas crecieron en dos o incluso en los tres medios de cultivo
utilizados en el aislamiento bacteriano. Con base a la morfologia colonial (Pelczar et al.,

1982) se reconocieron 57 morfotipos principales.
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Las caracteristicas morfolégicas coloniales que fueron consideradas para
diferenciar las 57 cepas durante el ciclo de produccion y desarrollo larvario de Paralabrax
maculatofasciatus, se muestran en la Tabla 4. La identificacibn presuntiva posterior se
realizo mediante pruebas bioquimicas tradicionales y mediante el sistema multipruebas
Biologo GN2. Del total de cepas seleccionadas (57), se identificaron presuntivamente 10

diferentes especies de bacterias, las cuales se presentan en la Tabla 9.

Tabla 4. Caracteristicas morfolégicas coloniales de 57 de las 416 cepas aisladas durante
las primeras fases de vida de Paralabrax maculatofasciatus, sometida a cultivo en el
sistema SC-12 de la UPIMA.

MORFOLOGIA COLONIAL EN MEDIO TCBS y AGAR MARINO
No. Tamafio Luz Luz
Cepa Forma en mm Elevacion | Superficie Borde Color transmitida reflejada [Consistencia
41, 73, 153, 247, 270,
353, 370, 385, 390,
405,416. circular | 3.0 plana lisa | serrado | amarillof translucida| brillante|cremosa
51,124, 152, 281, 287,
301, 307, 318, 319,
326,345, 350, 371. circular | 2.0 plana lisa liso |amarillo|translucida| brillante [cremosa
52. circular | 3.0 plana | lisa liso | amarillo|translucida| brillante|cremosa
72,96,108, 367,386, | _ _ _ _ _
391, 401, 407. circular | 2.0 |[convexa| lisa liso | amarillo|translucida| brillante |cremosa
94, 177. circular | 3.5 |convexa| lisa liso verde |translucida| brillante|cremosa
216, 238, 269, 279, 282,
299, 327, 394, 406. irregular[ 2.0 plana lisa [irregular| amarillof translucida | brillante| lechosa
217. irregular| 4.0 |convexa| lisa liso | amarillo|translucida| brillante| lechosa
109, 154, 219, 227, 228. | irregular| 3.0 |convexa| lisa liso verde |translucida| brillante|cremosa
226, 288. irregular| 1.0 |convexa| lisa liso | amarillo|translucida| brillante| lechosa
411. circular | 2.5 |convexa| lisa liso verde |translucida| opaca |cremosa
280, 302, 303, 412. circular | 1.5 |convexa| lisa liso |amarillo|translucida| brillante|cremosa
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Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas
Los resultados obtenidos al someterlas cincuenta y siete cepas seleccionadas a las
pruebas bioquimicas utilizadas, se presentan en la Tabla 5. Estas cepas bacterianas a su

vez fueron sometidas al sistema multipruebas Biolog®GN2.

Tabla 5. Respuestas bioquimicas de las 57 cepas bacterianas seleccionadas para ser
identificadas mediante el sistema Biolog°®GN2.

RESPUESTA BIOQUIMICA

No. Cepa Oxidacién - Voges Crecimiento NaCl
gram motilidad [fermentacién| Proskauer citrato | catalasa | oxidasa| 0.5% 6.0% 10%

41, 73, 153, 247, 270,
353, 370, 385, 390,
405,416, - + OF - - + + o

51, 124, 152, 281, 287,
301, 307, 318, 319,

326,345, 350, 371. - + OF - - + + + - .
52. - + OF - - + + -+ | -
72, 96, 108, 367, 386,

391, 401, 407. - - OF - - + + - + | +
94, 177. - + OF - - + + + _ .

216, 238, 269, 279, 282,
299, 327, 394, 406. - + OF - - + + - + -
217. - + OF - - + + - + -
109, 154, 219, 227, 228. - + OF - - + T d | + -
226, 288. - + OF - - + + + _ _
411. - - OF - - + + + - -
280, 302, 303, 412. _ + OF . _ + + d | + _

gramnegativa (-); motilidad positiva (+) o negativa (-); oxidativo (O) y fermentativo (F); crecimiento deficiente (d).

Identificacion de las cepas mediante el Biologo
Una vez realizadas las pruebas bioquimicas se procedié a hacer la identificacion
presuntiva mediante los sistemas multipruebas APF20E y BIOLOG® GN2. Debido a que el

sistema APIF20E es un método comunmente utilizado para la identificacion de
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Enterobacteriaceae y otros bacilos gram negativos en laboratorios de analisis clinicos, se
utilizé en la identificacién de algunas de las cepas marinas aisladas y cepas control; pero
debido a que algunas de las pruebas bioquimicas contienen azul de bromotimol como
indicador de la prueba, se obtuvieron falsos negativos en cepas control (por ejemplo en las
pruebas bioguimicas de oxidacion fermentacion de Hugh y Leifson) y por esta razon se
descart6 como método de identificacion de bacterias marinas, utilizando el Biologo como
sistema de identificacion.

En las Tablas 7 y 8 se presentan los resultados que se obtuvieron en la
identificacion de la cepa 280 sometida al sistema multipruebas Biologo, en los cuales se
pueden observar los valores de absorbancia en cada una de las 96 celdas de la placa tipo
Elisa, la identificacion presuntiva (género y especie), la probabilidad de una buena
identificacion, el indice de similitud, la distancia Euclideana entre las especies y el tipo de
bacteria. Los resultados de cada una de las placas tipo Elisa se observaron como en la
Figura 5.

Tabla 6. Ejemplo del tipo de valores de absorbancia obtenidos en la placa tipo Elisa al

correr una prueba de identificacion de la cepa 280 aislada en la muestra de larvas del dia
20 en TCBS durante la crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-

12 de la UPIMA, las cuales fueron capturadas en el software MicroLogl 4.00 del sistema
Biolog® para su identificacion.

28011 |2 |3 4 5 6 7 |8 9 10 |11 |12

00 (1.0 (1.0 |1.0 |05 |00 (0.0 (1.0 |0.0 |O0.0 |00 |10

00 |10 (00 (1.0 |20 |05 (00 |0.0 |0.0 (1.0 |10 |OS5

00 |0.0 (05 [0.0 |0.0 |00 (10 |1.0 |0.0 |O.0 |00 |00

05 |0.0 (0.0 (0.0 |O.0 |00 (10 |00 |1.0 |O.0 |00 |00

05 |0.0 (0.0 (0.0 |00 |05 [10 |05 |10 [1.0 [O5 |05

00 |0.0 (0.0 (0.0 |O.0 |00 (00O |1.0 |10 |1.0 |00 |00

00 |10 (1.0 {10 |0O.0 (0O (00 |0.0 |1.0 |O.5 |05 |10

A
B
C
D
E 00 |0.0 (0.0 (1.0 |O.0 |05 (00 |05 |0.0 |0.0 |00 |10
=
G
H
0=

respuesta negativa; 1=positiva; 0.5=variable.
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Tabla 7. Resultados obtenidos en la identificacion presuntiva de la cepa 280, la cual fue
aislada en la muestra de larvas del dia 20 en el medio selectivo TCBS durante la crianza
larvaria de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema SC-12 de la UPIMA. Con base a

estos resultados la cepa fue identificada como Vibrio carchariae con una probabilidad del
90 %.

Cepa 280 Probabilidad Similitud Distancia Tipo

Vibrio carchariae 90% 0.553 6.00 GN/Nent/Oxi-
Aeromonas ichthiosmia 5% 0.025 7.01 GN/Nent/Oxi-
Aeromonas media like DNA 5a 4% 0.023 7.05 GN/Nent/Oxi-
Aeromonas veronii/sobria DNA 8 0% 0.002 7.89 GN/Nent/Oxi-

GN= gramnegativo; Nent= no enterobacteria; Oxi-= oxidasa negativo.

En los resultados también se puede observar el nimero de cepa, la identificacién
hasta género y especie en algunos casos, el porcentaje de probabilidad en la
identificacion, el indice de similitud y la especie mas cercana comparada con la base de

datos del sistema BiologP.

En la Tabla 8 se presentan los resultados de la identificacion presuntiva de cada

una de las 57 cepas seleccionadas sometidas al sistema multipruebas BiologoGNZ.

Aisladas durante las fases iniciales de vida de Paralabrax maculatofasciatus.

Tabla 8. Resultados de la identificacion presuntiva de 57 cepas bacterianas seleccionadas
para ser identificadas mediante el sistema Biolog®, las cuales fueron aisladas durante las
fases iniciales de vida de Paralabrax maculatofasciatus. Se observé el nimero de la cepa,

la identificacion (género y especie), la probabilidad de ser bien identificada, el indice de
similitud y la posible especie mas cercana a la bacteria a identificar.

Cepa | Identificacion con el Biolog® | Probabili | Similitud Especie mas cercana de
No. System GN2 Microlog 4.0 dad acuerdo al Biolog®
41 | Vibrio alginolyticus 100% 0.664 | Vibrio alginolyticus
51 | Aeromonas media like DNA 5a 96% 0.583| Aeromonas media like DNA b5a
52 | Vibrio parahaemolyticus 92% Vibrio parahaemolyticus
72 | Vibrio mediterranei 100% 0.591| Vibrio mediterranei
73 | Vibrio alginolyticus 100% 0.630| Vibrio alginolyticus
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Continuacion de la Tabla 8.

Cepa | Identificacion con el Biolog® | Probabili | Similitud Especie mas cercana de
No. System GN2 Microlog 4.0 dad acuerdo al Biolog®
94 | Aeromonas sp. No ID 0.211| Aeromonas veronii /sobria DNA8
96 | Vibrio sp. No ID 0.221] Vibrio mediterranei

108 | Vibrio sp. No ID 0.296 | Vibrio mediterranei
109 | Vibrio sp. No ID 0.431| Vibrio metschnikovii
124 | Aeromonas sp. No ID 0.434 | Aeromonas media like DNA 5a
152 [ Aeromonas media like DNA 5a 97% 0.619| Aeromonas media like DNA 5a
153 | Vibrio alginolyticus 89% 0.502 | Vibrio alginolyticus
154 | Vibrio sp. No ID 0.155] Vibrio metschnikovii
177 | Aeromonas sp. No ID 0.472| Aeromonas veronii /sobria DNA8
216 | Vibrio proteolyticus 99% 0.678| Vibrio proteolyticus
217 | Vibrio campbelli 96% 0.682( Vibrio campbelli
219 | Vibrio metschnikovii 92% 0.750| Vibrio metschnikovii
226 | Aeromonas sp. No ID 0.455[ Aeromonas hydrophila DNA 1
227 | Vibrio sp. No ID 0.346 | Vibrio metschnikovii
228 | Vibrio sp. No ID 0.336] Vibrio metschnikovii
238 | Vibrio proteolyticus 92% 0.675| Vibrio proteolyticus
247 | Vibrio sp. No ID 0.396 | Vibrio alginolyticus
269 | Vibrio proteolyticus 98% 0.549| Vibrio proteolyticus
270 | Vibrio sp. No ID 0.360| Vibrio alginolyticus
279 | Vibrio proteolyticus 99% 0.730| Vibrio proteolyticus
280 | Vibrio carchariae 90% 0.600| Vibrio carchariae
281 | Aeromonas media like DNA 5a 97% 0.631| Aeromonas media like DNA 5a
282 | Vibrio sp. No ID 0.390| Vibrio proteolyticus
287 | Aeromonas sp. No ID 0.363[ Aeromonas media like DNA 5a
288 | Aeromonas sp. No ID 0.227 | Aeromonas hydrophila DNA 1
299 | Vibrio proteolyticus 98% 0.503| Vibrio proteolyticus
301 | Aeromonas sp. No ID 0.360| Aeromonas media like DNA 5a
302 | Vibrio sp. No ID 0.274| Vibrio carchariae
303 | Vibrio sp. No ID 0.274{Vibrio carchariae
307 | Aeromonas media like DNA 5a 99% 0.596 | Aeromonas media like DNA 5a
318 | Aeromonas media like DNA 5a 96% 0.616| Aeromonas media like DNA 5a
319 | Aeromonas media like DNA 5a 94% 0.581| Aeromonas media like DNA 5a
326 | Aeromonas media like DNA 5a 96% 0.505| Aeromonas media like DNA 5a
327 | Vibrio sp. No ID 0.417| Vibrio proteolyticus
345 | Aeromonas sp. No ID 0.485 | Aeromonas media like DNA 5a
350 | Aeromonas sp. No ID 0.360 | Aeromonas media like DNA 5a
353 | Vibrio sp. No ID 0.428| Vibrio alginolyticus
367 | Vibrio sp. No ID 0.397] Vibrio mediterranei
370 | Vibrio sp. No ID 0.407 | Vibrio alginolyticus
371 | Aeromonas media like DNA 5a 92% 0.510| Aeromonas media like DNA 5a
385 | Vibrio alginolyticus 100% 0.673| Vibrio alginolyticus
386 | Vibrio sp. No ID 0.472( Vibrio mediterraneli
390 | Vibrio alginolyticus 89% 0.502 | Vibrio alginolyticus
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Continuacion de la Tabla 8.

Cepa | Identificacion con el Biolog® | Probabili | Similitud Especie mas cercana de
No. System GN2 Microlog 4.0 dad acuerdo al Biolog°
391 | Vibrio sp. No ID 0.441| Vibrio mediterranei
394 | Vibrio sp. No ID 0.320] Vibrio proteolyticus
401 | Vibrio mediterranei 100% 0.667 | Vibrio mediterranei
405 | Vibrio sp. No ID 0.308{ Vibrio alginolyticus
406 | Vibrio sp. No ID 0.316| Vibrio proteolyticus
407 | Vibrio sp. No ID 0.426 | Vibrio mediterranei
411 | Aeromonassp. No ID 0.308 | Aeromonas allosaccharophila
412 | Vibrio carchariae 90% 0.553] Vibrio carchariae
416 | Vibrio alginolyticus 98% 0.637| Vibrio alginolyticus

No ID=no identificada hasta especie.

En la Tabla 9 se presenta el resumen de los resultados de la identificacion mediante

el Biologo de cada una de las 57 cepas aisladas.

Tabla 9. Resumen de las especies identificadas presuntivamente mediante el Biologo de
las 57 cepas bacterianas seleccionadas y aisladas durante las primeras fases de vida de
Paralabrax maculatofasciatus sometida a cultivo en el sistema SC-12 de la UPIMA.

Identificacion presuntiva

Cepa No.

Aeromonas media like DNA grupo 5A
Aeromonas sp.

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio metschnikovii

Vibrio campbelli

Vibrio proteolyticus

Vibrio carchariae

Vibrio mediterranei

Vibrio sp.

51, 152, 281, 307, 318, 319, 326, 371.

94, 124, 177, 226, 287, 288, 301, 345, 350, 411
52.

41, 73, 153, 385, 390, 416.

219.

217.

216, 238, 269, 279, 299.

280, 412.

72, 401.

96, 108, 109, 154, 227, 228, 247, 270, 282, 302, 303,
327, 353, 367, 370, 386, 391, 394, 405, 406, 407.

Nota: Los numeros resaltados corresponden a los nimeros de las cepas, las cuales tienen identificaciones
con probabilidades = 80% del indice de similitud con las bacterias "tipo" del sistema Biolog “GN2.
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DINAMICA DE LA MICROFLORA BACTERIANA
Microflora bacteriana aislada del agua del sistema de crianza larvaria SC-12 durante
el desarrollo larvario de la cabrilla arenera

Las bacterias aisladas en el agua del sistema de crianza larvaria SC-12 de la
UPIMA a lo largo del desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus fueron
identificadas con el sistema Biologo como: Vibrio alginolyticus, V. proteolyticus, V.
campbelli, V. metschnikovii y Aeromonas sp.

Durante los 25 dias se observaron fluctuaciones diarias en la cuenta viable de
bacterias en el agua del sistema SC-12 de crianza larvaria (Figura 11). En las bacterias de
la familia Vibrionaceae hubo nimeros bajos durante los primeros 12 dias. ldentificandose
Vibrio alginolyticus ©¢P2*Y) en la muestra del dia 2; los nimeros oscilaron durante estos 12
dias de 3x10? a 8x10* UFC/mI (Tabla 10), Aeromonas media €240 presentd 70% de
abundancia relativa y Vibrio alginolyticus "% 30% de abundancia relativa (Figura 14)
durante los primeros ocho dias.

En las muestras deldia 15 se observé un incremento estadisticamente significativo
mediante analisis de varianza de una via (p<0.05) en la cuenta viable de bacterias de la
familia Vibrionaceae aisladas en agar Marino, agar Mac Conkey y en agar TCBS teniendo
hasta 1.5x10°, 4x10* y 4x10° UFC/ml (Tabla 10) respectivamente en el agua del sistema
de crianza larvaria, ademas se detectd la presencia de vibrios como Vibrio proteolyticus
(cepa2l®) con 63% de abundancia relativa, Vibrio campbelli ©P#217) con 25% de abundancia
relativa y Vibrio metschnikovii €329 con 3% de abundancia relativa (Figura 14) durante

los dias 10 al 25.

RESULTADOS 44



Vibriosasociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

Se pudo observar un decremento estadisticamente significativo mediante andlisis
de varianza de una via (p<0.05) para los dias 20 y 25 debido principalmente a los
recambios del agua del sistema SC-12, teniendo cuentas viables de 3 y 6x10° a 4 y
5x10*UFC/m| (Tabla 10) respectivamente en los dos medios utilizados para aislar
bacterias de la familia Vibrionaceae. Se observo una sucesion o desplazamiento de los
vibrios aislados en las muestras del dia 15, por cepas de Aeromonas media ©eP2s318:319) ¢qpy

85% de abundancia relativa (Figura 14) en las muestras de los dias 20 al 25.

1.6e+6

1.4e+6 7 —e— Agar marino

—=&— Mac Conkey
1.2e+6 A —A— TCBS

1.0e+6

8.0e+5

UFC/ml

6.0e+5 A

4.0e+5

2.0e+5

0 2 4 6 8 10 12 15 20 25
Tiempo (dias)

Figura 11. Fluctuaciones en el numero de bacterias (UFC/ml) aisladas en los tres
diferentes medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el
agua del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA.
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Tabla 10. Valores (media £ desv. std.) de las UFC/ml, aisladas en las diferentes muestras
tomadas del agua del sistema SC-12 de la UPIMA, utilizada durante un ciclo de
produccién de Paralabrax maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/individuo
0 Agar marino 3651716161
0 Mac Conkey 0
0 TCBS 0
2 Agar marino 122817444140
2 Mac Conkey 1126+68
2 TCBS 369+0
4 Agar marino 5152310
4 Mac Conkey 16831627
4 TCBS 1500240
6 Agar marino 215029+0
6 Mac Conkey 660+0
6 TCBS 8505740
8 Agar marino 88048114231
8 Mac Conkey 32562+4589
8 TCBS 331310

10 Agar marino 33049+1564

10 Mac Conkey 597312459

10 TCBS 357710

12 Agar marino 121839+47261

12 Mac Conkey 20273+8681

12 TCBS 201940

15 Agar marino 149242642182

15 Mac Conkey 374918+0

15 TCBS 126733+0

20 Agar marino 32868+30294

20 Mac Conkey 346+17

20 TCBS 660+0

25 Agar marino 8838940

25 Mac Conkey 4275140

25 TCBS 5288210
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Microflora bacteriana aislada del cultivo de la microalga Nannochloris sp. durante el
desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus

Se detectaron en el cultivo de microalgas la presencia de bacterias de la familia
Vibrionaceae, identificadas como Vibrio sp. €ePas64.86) y Aeromonas sp. (eP2536.63) de una a
tres UFC/individuo (Tabla 11), aunque es un nimero pequefio por microalga, esto pudiera
llegar a ser un problema real por las densidades que se manejan de 3x10° células/ml los
das 2 y 4, y de 6x10° células/ml el dia 6, lo cual implica nimeros similares de
bacterias/ml. Desafortunadamente no se pudieron identificar hasta especie las bacterias
aisladas, en el cultivo de la microalga utilizada en el sistema de crianza larvaria de

Paralabrax maculatofasciatus y éstas podrian ser bacterias patdgenas oportunistas.

Tabla 11. Valores (media + desv. std.) de las UFC/individuo, aisladas en las diferenes

muestras tomadas del cultivo de la microalga Nannochloris sp. utilizada en el sistema de
circulacién cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccion de
Paralabrax maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/individuo

2 Agar marino 3415
2 Mac Conkey 2+1
2 TCBS 0

4 Agar marino 2+1
4 Mac Conkey 2+1
4 TCBS 0

6 Agar marino 211
6 Mac Conkey 1+1
6 TCBS 0
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Microflora bacteriana aislada del cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis durante el
desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus

Las bacterias aisladas en el cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis fueron
identificadas mediante el sistema Biologo como: Aeromonas sp., Vibrio sp. y Vibrio
alginolyticus.

Durante los primeros seis dias se observo la presencia de bacterias de la familia
Vibrionaceae en numeros bajos, teniendo una variacién de 1 a 5 UFC/rotifero (Figura 12).
Debido al nimero de rotiferos que son suministrados a las larvas como alimento, éste
nimero se volvié importante 4x10°, 8x10° rotiferos/140 | (Tabla 12), una vez que se realiz6
la identificacibn mediante el sistema BiologO se observé la presencia de Aeromonas sp.
(cepa226) con un 48% de abundancia relativa, y dos cepas fueron identificadas como Vibrio
sp. (€ePas227.228) con yn 52% de abundancia relativa (Figura 14) durante los primeros ocho
dias. Las dos cepas de Vibrio pudieran ser bacterias patdgenas oportunistas en este
alimento vivo suministrado a las larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

Durante los dias 6 y 10 de la crianza larvaria, se detectaron incrementos
estadisticamente significativos mediante analisis de varianza de una via (p<0.05) en el
numero de bacterias de la familia Vibrionaceae aisladas del sistema de produccion de
rotiferos, que fueron proporcionados al sistema de crianza larvaria SC-12, especialmente
en las bacterias que se aislaron del medio TCBS, siendo el dia 10 en el que hubo mayor
cantidad de UFC/rotifero (Figura 14).

Se observé un decremento estadisticamente significativo mediante analisis de

varianza de una via (p<0.05) en los dias 12 y 15, esto pudiera ser originado por el manejo
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ocasionado durante el enriqguecimiento de los rotiferos con las emulsiones de &cidos
grasos comerciales de la compafiia SELCO y SUPER-SELCO, ademas de que en el
sistema SC-12 a partir del dia 15 se realizd un importante recambio del agua, presentando
una variacion del 50 al 100% de agua nueva diariamente (Figura 12). Una vez que fueron
identificadas estas bacterias mediante el sistema BiologO se observé una sucesion
bacteriana, una de las cepas fue reportada como patdégeno oportunista, en los sistemas de
produccién de peces marinos: Vibrio alginolyticus ©*23% con un 80% de abundancia
relativa y Vibrio sp. ¢339 con un 20% de abundancia relativa (Figura 14) durante los dias

10 al 15 del cultivo de Paralabrax maculatofasciatus.

—e— Agar Marino
30 1 —a— Agar Mac Conkey
—A— Agar TCBS

20 A

UFC/rotifero

10 A

Tiempo (Dias)

Figura 12. Fluctuaciones en el nimero de bacterias (UFC/rotifero) aisladas en los tres
diferentes medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el

cultivo de Brachionus plicatilis.
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Tabla 12. Valores (media + desv. std.) de las UFC/rotifero, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del agua del sistema de produccion de Brachionus plicatilis, utilizado
durante un ciclo de produccion de Paralabrax maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/individuo
2 Agar marino 211
2 Mac Conkey 1+1
2 TCBS 0
4 Agar marino 742
4 Mac Conkey 1+0
4 TCBS 0
6 Agar marino 10+4
6 Mac Conkey 1+0
6 TCBS 5+2
8 Agar marino 61
8 Mac Conkey 0
8 TCBS 0
10 Agar marino 32+3
10 Mac Conkey 3+1
10 TCBS 7+2

12 Agar marino 3+1

12 Mac Conkey 1+0

12 TCBS 11

15 Agar marino 6x1

15 Mac Conkey 1+0

15 TCBS 2+1
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Microflora bacteriana aislada del cultivo de copépodos Pseudodiaptomus
euryhalinus durante el desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus

Este alimento de apoyo, se utilizé pocos dias durante el desarrollo larvario de la
cabrilla arenera, también fue considerado para la toma de muestras (antes de adiciénarlo
en los tanques del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA), con el fin de aislar la
microflora bacteriana presente en €l. Se encontrd la presencia de bacterias de la familia
Vibrionaceae en nimeros bajos por individuo (Tabla 13); el dia 6 fueron aislados 19 y 31
UFC/copépodo siendo estos numeros los mas elevados en las tres muestras de
Pseudodiaptomus euryhalinus, pero al igual que en las microalgas el nUmero se vuelve
importante debido a la densidad de individuos (2x10° copépodos/140 I) que se adicionaron
al sistema de crianza larvaria SC-12.

La identificacion presuntiva de las cepas aisladas en el cultivo de Pseudodiaptomus
euryhalinus, mediante el sistema Biologo detectd dos especies bacterianas en el sistema
de crianza larvaria de peces marinos, una de ellas fue Aeromonas sp. "% con 70% de
abundancia relativa, ademas de Vibrio sp. "% con 30% de abundancia relativa (Figura
14). Desafortunadamente con él sistema de identificacion de bacterias utilizado, no se

obtuvo un buen porcentaje de confianza para identificar estas bacterias hasta especie.
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Tabla 13. Valores (media + desv. std.) de las UFC/copépodo, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del cultivo de Pseudodiaptomus euryhalinus utilizado en el sistema de
circulacion cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccion de
Paralabrax maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/copépodo
6 Agar marino 6418
6 Mac Conkey 31+1
6 TCBS 1942
8 Agar marino 484150
8 Mac Conkey 3+1
8 TCBS 5+1
10 Agar marino 83£10
10 Mac Conkey 241
10 TCBS 71

Microflora bacteriana aislada del cultivo de Artemia franciscana durante el

desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus

Las bacterias aisladas en el cultivo de Artemia franciscana que se utiliz6 como

alimento vivo durante el desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus en el sistema
SC-12, fue identificada con el sistema Biolog® como: Vibrio proteolyticus ©*22%®, vibrio sp.

Aeromonas media €% y Aeromonas sp.

Los dias 12 y 15 se detectaron valores bajos de bacterias de la familia Vibrionaceae
encontrando desde 1 hasta 9 UFC/Artemia (Tabla 14), esto pudiera deberse a que en
estas dos muestras se tenian cultivos de Artemia bajo condiciones controladas en las
instalaciones adyacentes de la UPIMA, mientras que en la muestra del dia 20 hay un
incremento estadisticamente significatvo mediante andlisis de varianza de una via

(p<0.05) en las bacterias aisladas de la Artemia adulta que se les proporcioné a las larvas
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de Paralabrax maculatofasciatus, estas provenian de la salina de San Juan Nepomuceno,
creciendo en vasos de evaporacion bajo ningun tipo de control, por esta razén se aislaron
numeros tan elevados desde 71 hasta 210 UFC/Artemia (Tabla 14) de bacterias de la
familia Vibrionaceae en este muestreo de la Artemia franciscana adulta de la salina de San

Juan Nepomuceno, B. C. S.

En la muestra del dia 15 se identifico Vibrio proteolyticus 323 |a que presentd
una abundancia relativa del 60%. También se logro identificar Aeromonas media (¢ePa307)
en las muestras del dia 20, con una abundancia relativa del 20% (Figura 14).
Desafortunadamente las demas cepas aisladas en este dia no se pudieron identificar y

eran las que tenian mayor abundancia relativa.

Tabla 14. Valores (media * desv. std.) de las UFC/Artemia, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del cultivo de Artemia franciscana utilizada en el sistema de circulaciéon
cerrada de agua marina de la UPIMA durante un ciclo de produccién de Paralabrax
maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/Artemia
12 Agar marino 2743

12 Mac Conkey 1+1

12 TCBS 1+1

15 Agar marino 82+10

15 Mac Conkey 442

15 TCBS 9+2

20 Agar marino 1410+£60
20 Mac Conkey 210415
20 TCBS 7143
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Microflora bacteriana aislada en las primeras fases de vida de Paralabrax
maculatofasciatus sometida a cultivo en el sistema SC-12 de la UPIMA

Las bacterias aisladas en las muestras de larvas de Paralabrax
maculatofasciatus a lo largo del tiempo reflejaron fluctuaciones diarias (Figura 13), estas
bacterias fueron identificadas mediante el sistema BiologO como 2 cepas de Aeromonas
(Aeromonas sp. y Aeromonas media), asi como 6 cepas de vibrios identificados como:
Vibrio sp., V. parahaemolyticus, V. mediterranei, V. alginolyticus, V. proteolyticus y V.
carchariae.

En la muestra del dia 0O (inicio de la corrida) hay un pico estadisticamente
significativo mediante analisis de varianza de una via (p<0.05) en el numero de UFC/larva
asiladas en agar marino (3x10%® UFC/larva), con respecto al nimero de bacterias que
crecieron en Mac Conkey y TCBS (Tabla 15).

En la muestra del dia 4 hay un segundo pico estadisticamente significativo
mediante analisis de varianza de una via (p<0.05) en el nimero de UFC/larva asiladas en
TCBS (1.6x10° UFC/larva) con respecto al nimero de bacterias que crecieron en agar
marino y en agar Mac Conkey (Tabla 15). Una vez que se identificaron las bacterias
aisladas en la muestra de este dia se observan 2 especies Aeromonas media ©ePa5) y
Vibrio sp. "2 con abundancias de 80 y 20% respectivamente (Figura 14).

Mientras que en las muestras del dia 6 y 8 se pudieron identificar dos cepas de
vibrios, Vibrio mediterranei P22 con un 45% de abundancia relativa y Vibrio alginolyticus
(cepa7d con un 55% de abundancia relativa (Figura 14), pero con cantidades pequefias de

UFCl/larva en ambas muestras.
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El dia 10 se observd un incremento estadisticamente significativo mediante analisis
de varianza de una via (p<0.05) en el mimero de UFC/larva aisladas en agar marino y
TCBS, respecto al nimero de UFC/larva aisladas en Mac Conkey (Tabla 15). Mediante el
Biologo se pudieron identificar las mismas especies que se aislaron en las muestras de los
dias 6 y 8. Una de ellas fue Aeromonas media pero ahora mas abundante con un 90% de
abundancia relativa y la otra era Vibrio alginolyticus con un 10% de abundancia relativa
(Figura 14).

El dia 12 hay un decremento estadisticamente significativo mediante andlisis de
varianza de una via (p<0.05) en el numero de UFC/larva de bacterias que se aislaron en
TCBS y Mac Conkey, respecto a las aisladas de agar marino, en la cual se puede
observar que hay incremento estadisticamente significativo mediante andlisis de varianza
de una via (p<0.05) en el nimero de UFC/larva respecto a las muestras del dia anterior.
Se pudieron identificar dos cepas de Vibrio sp. €eP#188189) ¢on un 60 y 40% de abundancia
relativa respectivamente (Figura 14).

El dia 15 sigue el incremento estadisticamente significativo mediante analisis de
varianza de una via (p<0.05) en el numero de UFC/larva en las bacterias aisladas en agar
marino con respecto a las aisladas en los medios selectivos. Se pudieron identificar Vibrio
sp. ©®P3247) con un 80% de abundancia relativa y dos cepas identificadas como Vibrio sp.
(cepas248.249) con un 20% de abundancia relativa (Figura 14).

El dia 20 se encontraron diferencias estadisticamente significativas mediante
analisis de varianza de una via (p<0.05) en el numero de UFC/larva de los tres diferentes

medios de cultivo, teniendo los mayores niumeros de UFC/larva en el agar marino y en los
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medios selectivos se aislaron numeros importantes (Tabla 15) con diferencias
estadisticamente significativas mediante analisis de varianza de una via (p<0.05) en el
nimero de UFC/larva entre TCBS y Mac Conkey. Se pudieron identificar Vibrio sp. (¢éP3279)
con un 25% de abundancia relativa, Vibrio carchariae (¢*3289 con un 25% de abundancia
relativa, Vibrio sp. ©*3282) con un 25% de abundancia relativa y Aeromonas media (¢eP328D
con un 25% de abundancia relativa (Figura 14).

El dia 25 se detectaron decremento en los nimeros de UFC/larva en los tres
medios de cultivo, presentando diferencias estadisticamente significativas mediante
andlisis de varianza de una via (p<0.05) en el niumero de UFC/larva. Se pudieron
identificar Vibrio sp. ©2P32%) con un 50% de abundancia relativa, Vibrio proteolyticus (€ePa2%9)
con un 30% de abundancia relativa, y Aeromonas sp. 2300 con un 20% de abundancia

relativa (Figura 14).
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Figura 13. Fluctuaciones en el nimero de bacterias (UFC/larva) aisladas en los tres
diferentes medios de cultivo utilizados para aislar la microflora bacteriana presente en el

cultivo de Paralabrax maculatofasciatus.
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Tabla 15. Valores (media + desv. std.) de las UFC/larva, aisladas en las diferentes
muestras tomadas del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA, utilizada durante un
ciclo de produccion de Paralabrax maculatofasciatus.

Dia Medio de cultivo UFC/individuo
0 Agar marino 3067+100
0 Mac Conkey 30
0 TCBS 2+0
2 Agar marino 132+49
2 Mac Conkey 1+0
2 TCBS 0
4 Agar marino V]

4 Mac Conkey 26510
4 TCBS 1643+1
6 Agar marino 500+50
6 Mac Conkey 13+1
6 TCBS 105+0
8 Agar marino V]

8 Mac Conkey 64117
8 TCBS 0

10 Agar marino 8721250

10 Mac Conkey 111+28

10 TCBS 831+0

12 Agar marino 3449162

12 Mac Conkey 7912

12 TCBS 142+1

15 Agar marino 10803+116

15 Mac Conkey 191+10

15 TCBS 251+0

20 Agar marino 12396+452

20 Mac Conkey 2022+7

20 TCBS 462748

25 Agar marino 7645+100

25 Mac Conkey 1509+50

25 TCBS 326210

1 = Ndmero de UFC/larva incontable
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La Figura 14 muestra un resumen de las principales bacterias aisladas en el agua
del sistema SC-12, los tres diferentes alimentos vivos y en las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus. En las que se pueden observar las abundancias relativas (%) de cada
una de las principales bacterias aisladas. Se dividio el tiempo que durd el desarrollo
larvario en dos fases, la primera fue del dia dos al ocho y la segunda del dia 10 al 25, para
de esta manera poder explicar la dinamica bacteriana y como llegan éstas bacterias a

colonizar y formar parte de la microflora de P. maculatofasciatus

[0 Aeromonas media
Abundancias I V. alginolyticus
% @ V. proteolyticus

rotiferos . B V. camphli
copépodos O V. metschnikovii

agua O V. mediterranei
artemia @ Aeromonas 9.

75—

50 — Larvas de

P.[maculatofasciatus

2-8 1025 28 10-15 12-20 6-10 2-8 1025

25—

Tiempo (dias)

Figura 14. Representacion grafica de los porcentajes de abundancia relativa de las
principales bacterias identificadas en los diferentes alimentos vivos, el agua del sistema

SC-12y en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus a lo largo de 25 dias de crianza.
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Correlaciones lineales simples de Pearson con los parametros fisicoquimicos y la
microflora bacteriana aislada durante el desarrollo larvario de Paralabrax
maculatofasciatus cultivada en el sistema SC-12 de la UPIMA

Se realizaron las correlaciones lineales simples de Pearson (Tabla 16), del nUmero
de bacterias (UFC/larva) aisladas en cada uno de los tres medios de cultivo utilizados para
aislar la microflora bacteriana presente en las primeras fases de vida de la cabrilla arenera
a lo largo de los 25 dias de muestreo, con los parametros fisicoquimicos (oxigeno disuelto
y amonio total) del agua del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA. Se encontré
gue hay una correlacibn negativa estadisticamente significativa (p<0.05), entre las
bacterias aisladas en agar marino y los valores de oxigeno disuelto en el agua del sistema
SC-12, mientras que en las correlaciones con los otros dos medios de cultivo, se
encontraron valores bajos de correlaciones negativas, pero estas no son estadisticamente
significativas (p<0.05). Mientras que las correlaciones con el amonio total y las bacterias

aisladas en los tres medios de cultivo, fueron bajas.

Tabla 16. Valores del coeficiente de correlacidn lineal simple de Pearson, del nimero de
bacterias aisladas en los tres diferentes medios de cultivo de las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus con los parametros oxigeno disuelto y amonio total en el sistema de
crianza larvaria SC-12 de la UPIMA.

Medio de cultivo Oxigeno | Amonio total
disuelto
Agar TCBS -0.21% 0.037
Agar Mac Conkey -0.58% 0.08*
Agar Marino 2216 -0.85° -0.29°

Superindices desiguales en los renglones indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los
coeficientes de correlacion obtenidos.
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También se realizaron correlaciones lineales simples de Pearson del nimero de
bacterias (UFC/larva) aisladas en cada uno de los tres medios de cultivo utilizados para
aislar la microflora bacteriana presente en el ciclo de produccién de semilla de Paralabrax
maculatofasciatus, con el nUmero de bacterias aisladas en los diferentes alimentos vivos y
el agua del sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA, obteniendo los resultados que

se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Valores del coeficiente de correlacion lineal simple de Pearson, del nimero de
bacterias aisladas en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus con el nimero de
bacterias aisladas en los diferentes alimentos vivos y el agua del sistema de crianza
larvaria SC-12 de la UPIMA.

Medios de Agua del sistema Micro- rotiferos copépodos Artemia
cultivo o) L SCC-12 algas
TCBS S5 060" | = 0.387 -0.547 0.96"
Mac Conkey |3 8 022 | o 0.552 -0.432 0.91°
2216 0.24° 0.93° 0.69° -0.64" -0.69°

Superindices desiguales en los renglones indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los

coeficientes de correlacién obtenidos.

Se encontrd que en general hay correlaciones bajas entre la microflora aislada del
agua del sistema y la microflora aislada de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus, con
excepcion de las bacterias aisladas en TCBS donde el valor del coeficiente de correlacion
lineal simple de Pearson fue mayor. Del mismo modo ocurrié en las bacterias aisladas en
microalgas en 2216 y la microflora de las larvas, donde se tiene un valor del coeficiente de
correlacion estadisticamente significativo, entre las bacterias aisladas de la microflora de
larvas en los medios TCBS y Mac Conkey y los valores la microflora de Artemia hay dos

coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (p<0.05).

RESULTADOS 60




Vibrios asociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

DISCUSIC)N

Los medios de cultivo que se utilizaron para el aislamiento de la microflora
bacteriana presente en las primeras fases de vida de la cabrilla arenera, asi como en los
diferentes alimentos vivos (microalgas, rotiferos, copépodos y Artemia) y el agua del
sistema SC-12 fueron utilizados por autores como Muroga et al. (1987), Verdonck et al.
(1994), Martinez-Diaz y Anguas-Vélez (2002). Se pudieron considerar como adecuados
para este trabajo, ya que se aislaron un buen numero de cepas bacterianas. El rabajo
tenia como uno de los objetivos detectar y caracterizar la microflora bacteriana de la
familia Vibrionaceae presente durante cada uno de los componentes del proceso de
producciéon de semilla de Paralabrax maculatofasciatus, entonces hubiera sido suficiente
trabajar con las bacterias aisladas en los dos medios de cultivo selectivos (TCBS y Mac
Conkey) y utilizar el medio 2216 para hacer las siembras necesarias para la cuenta,
purificacion y mantenimiento de las cepas. De esa manera, se podria trabajar con una
menor cantidad de cepas, lo cual hubiera ayudado logisticamente para trabajar
cualitativamente y poder mantener el cepario en buen estado para su posterior
identificacion y de esa manera no dejar lagunas de informacion que pudieron ser
relevantes p ara este tipo de trabajo.

La identificacion de las cepas bacterianas, por los métodos tradicionales (pruebas
bioguimicas, morfologia celular y morfologia colonial), en muchos de los casos no
conducen a ninguna identificacion, debido al gran parecido entre las UFC aisladas,

muchas de ellas forman parte de la familia Vibrionaceae y en particular de los géneros
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Vibrio y Aeromonas, por lo cual la identificacion de éstas se dificulta al utilizar métodos
tradicionales. Es entonces que se puede hacer uso de los sistemas multipruebas como el
Biologo, gue fue utilizado por Verdonck et al. (1997), Gomez-Gil et al. (2000), Reid et al.
(2002), Verter-Jeffreys et al. (2003), Vandenberghe et al. (2003) entre otros, recordando
que tiene 95 diferentes pruebas bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas en una placa
tipo Elisa, las cuales son faciles de inocular y arrojan buenos resultados en 24 horas.
Ayudando a identificar las cepas aisladas, rapida y eficientemente. También hay
investigadores que recomiendan trabajar en la identificacion de cepas marinas con el
sistema API-20E° como Kennedy et al. (1998), aunque, los resultados obtenidos con las
cepas marinas aisladas en este trabajo no permiten recomendarlo debido a que da falsos
negativos en pruebas de oxidacion/fermentacién, con cepas que deben dar una respuesta
positiva lo que lleva a una identificacion errénea de las cepas y las bacterias de la familia
Vibrionaceae son positivos a esta prueba bioguimica.

Los resultados de morfologia colonial y celular de las diferentes cepas que fueron
aisladas durante la corrida de produccion de semilla de Paralabrax maculatofasciatus,
fueron ambiguos y en general tienden a ser similares entre ellos, por lo cual no ayudan a
dilucidar entre una y otra cepa, solamente sirven parcialmente para ello. Por lo tanto y
debido a que llevan bastante tiempo en ser realizadas, podrian omitirse algunas de ellas y
Unicamente seria necesario verificar que las cepas aisladas sean puras mediante la
siembra en placa por la técnica de estria cruzada, observaciéon al microscopio Optico para
verificar la morfologia colonial, tincién de gram, oxidacién fermentacion y posteriormente

someterlas a la identificacién por medio del sistema Biolog®.

DISCUSION 62



Vibrios asociados al larvicultivo de cabrillaarenera CICIMAR-PN

También fe importante detectar bacterias de la familia Vibrionaceae presentes en
el sistema de crianza larvaria de Paralabrax maculatofasciatus, asi como las cuentas
viables de cada una de ellas (las mas abundantes) para de esta manera poder tener un
especial cuidado en la microflora presente en el agua y los diferentes dimentos vivos
utilizados y de esta manera evitar que haya crecimientos tipo “florecimiento” de bacterias
qgue han sido reportadas en la bibliografia como bacterias patégenas oportunistas.

Para ello fue necesaria la identificacion presuntiva mediante el Biologo de las

diferentes especies aisladas en los tres medios de cultivo utilizados y si se logra una
identificacion positiva del género y especie, se puede realizar el contraste con los datos
obtenidos en otras especies sometidas a cultivo y mencionar el grado de peligrosidad de
las cepas aisladas.
Las bacterias que fueron aisladas e identificadas en el agua del sistema de crianza larvaria
SC-12 de la UPIMA, fueron cuatro especies del género Vibrio (V. alginolyticus, V.
proteolyticus, V. campbelli y V. metschnikovii) y dos especies del género Aeromonas
(Aeromonas media y Aeromonas sp.) todos ellos en nimeros bajos de UFC/m.

Se observo que estas bacterias colonizaron a las larvas de cabrilla arenera en este
mismo lapso de tiempo, ya que las mismas especies de bacterias fueron aisladas en las
larvas, en el caso de Aeromonas media llego a tener abundancias del 75 al 80% tanto en
el agua como en las larvas y en el caso de Vibrio alginolyticus se observé abundancia mas
estable aproximadamente en ambas partes del 25%. Se pudo observar que el agua del
sistema de crianza fue uno de los vectores para inocular estas especies bacterianas

potencialmente patdgenas oportunistas en las larvas de Paralabrax maculatofasciatus.
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Los dias posteriores a esta primera etapa del cultivo, del dia 10 en adelante, la
microflora bacteriana aislada del agua del sistema SC-12 mostré cambio de especies y de
abundancias, teniendo que Vibrio proteolyticus fue la mas abundante con 50%, V.
campbelli 25% y V. metschnikovii 10%. En los aislamientos de este mismo periodo de
tiempo se encontré a V. proteolyticus con una abundancia de 25%, en las larvas de P.
maculatofasciatus por lo cual el agua nuevamente fue el vector, por medio del cual llego V.
proteolyticus aformar parte de la microflora de las larvas de cabrilla arenera.

La microflora bacteriana de la cabrilla reflejo la variedad de taxas presentes en el
agua que les roded, lo anterior concuerda con lo que mencionaron algunos autores
(Liston, 1957; Allen et al., 1983; Nieto et al., 1984; Austin y Austin 1987).

Mientras que autores como Muroga et al. (1987) y Tanasomwang y Muroga (1988),
indicaron que hay varias especies de Vibrio (V. anguillarum, V. alginolyticus y V. vulnificus)
en la microflora bacteriana de larvas de peces marinos como: Pagrus major y
Acanthopagrus schlegeli, mencionando que estas especies constituyen el 47 y 43% de la
microflora de las especies anteriormente referidas y que Pseudomonas fue la siguiente
bacteria en importancia (30% en ambas especies), lo cual indicO que estas bacterias
colonizan las superficies externas e internas de larvas de peces marinos.

Los resultados de este trabajo, también coinciden con Austin (1982, 1983), Muroga
et al. (1987), Tanasomwang y Muroga (1988), Verdonck et al. (1994, 1997), Yoshimizu et
al. (1999) y Vandenberghe et al. (2003) en el hecho de que la microflora de peces
marinos, bivalvos, camarones y alimentos vivos (microalgas, rotiferos y Artemia) esta
compuesta principalmente por Vibrio, Aeromonas y Pseudomonas, entre otras muchas

bacterias aisladas tanto de la piel como del tracto digestivo, siendo la mas abundante
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Vibrio. Ademas, los resultados sugieren la presencia de bacterias patdogenas oportunistas
en el agua del sistema de crianza larvaria SC-12 y en los alimentos vivos proporcionados
a las larvas (microalgas, rotiferos, copépodos y Artemia) y estas mismas se ven reflejadas
en la microflora de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus.
Los géneros bacterianos que fueron aislados del cultivo de microalgas Nannochloris sp.
antes de ser vertidos en el sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA, fueron
identificados mediante el sistema Biologo como Vibrio sp. y Aeromonas sp. En niameros
gue van de 1 a 2 UFC/individuo.
Los géneros bacterianos que fueron aislados del cultivo de rotiferos (Brachionus plicatilis)
antes de ser vertidos en el sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA, fueron
identificados mediante el sistema BiologO como Aeromonas sp. y Vibrio sp. y Vibrio
alginolyticus. Se observo que Vibrio alginolyticus y V. mediterranei son dos especies
bacterianas que fueron aisladas como parte de la microflora bacteriana presente en las
larvas de Paralabrax maculatofasciatus y fueron ademas reportadas como bacterias
patégenas oportunistas en los sistemas de produccion de peces marinos por diversos
autores como Muroga et al. (1987), Tanasomwang y Muroga (1988), Masumura et al.
(1989), Verdonck et al. (1994) y Verdonck et al. (1997), asi como de sistemas de
produccion de camardn Penaeus monodon por autores como Chythanya y Karunasagar
(2002), Vaseeharan y Ramasamy (2003).

Parte de la microflora bacteriana que fue aislada en el cultivo de Brachionus

plicatilis, implican riesgos para los sistemas de produccion de semilla de peces marinos,
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por lo que hay que mantener un especial cuidado con bk sanidad de este alimento vivo,
que es el primer alimento exégeno en la cadena tréfica de las larvas de peces.

Se observaron dos crecimientos poblacionales tipo ‘florecimiento” de las bacterias
aisladas en medios selectivos para la familia Vibrionaceae los dias 6 y 10 del muestreo en
el nimero de bacterias del género Vibrio (V. alginolyticus y V. mediterranei). Estas
bacterias pueden encontrar en ese habitat las condiciones propicias para tener
crecimientos poblacionales de este tipo.

Se observdé que los rotiferos también contribuyeron al establecimiento de la
microflora bacteriana de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus, como lo mencioné
Perez-Benavente y Gatesoupe (1988), Yoshimizu et al. (1999), Watanabe y Kimura (2000)
de la siguiente manera, los primeros ocho dias de cultivo las especies bacterianas
aisladas de este sistema fueron Aeromonas media con un 50% de abundancia y los vibrios
V. alginolyticus y V. proteolyticus con 26 y 24% de abundancia respectivamente. Por lo
tanto se piensa que Aeromonas media y Vibrio alginolyticus llegaron a colonizar las larvas
de Paralabrax maculatofasciatus a partir de esta fuente de contaminacion en los primeros
dias de cultivo.

A partir del dia 10 al 15, las especies bacterianas aisladas en los cultivos de
rotiferos, cambian en abundancia y en especies, llegando a ser la mas abundante Vibrio
alginolyticus 80% y V. mediterranei 20% de abundancia. Ambas especies de bacterias
fueron aisladas en larvas de cabrilla arenera con abundancias de 25%, en ambos casos a
partir del dia 10 del cultivo, por lo que se pudo observar que el cultivo de rotiferos fue la
fuente de inoculacion de estas bacterias para que llegaran a formar parte de la microflora

de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus.
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Los géneros bacterianos que fueron aislados del cultivo de copépodos (Pseudodiaptomus
euryhalinus) antes de ser vertidos en el sistema de crianza larvaria SC-12 de la UPIMA,
fueron identificados mediante el sistema BiologO como Aeromonas sp. y Vibrio sp. Se
observo que este cultivo alimento vivo también fue parte de los vectores por medio de los
cuales llegaran las bacterias a colonizar las larvas de cabrilla arenera en el sistema de
crianza larvaria SC-12 de la UPIMA.
Los géneros bacterianos que fueron aislados del cultivo de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus) fueron identificadas mediante el sistema Biolog de una manera
bastante confiable. Los primeros 8 dias fueron aisladas e identificadas principalmente tres
especies Aeromonas media, fue la que presentd mayor abundancia (80%), Vibrio
alginolyticus (10%) y V. mediterranei (10%), las dos ultimas tienen reportes de diversos
autores como Huys et al. (2001), Muroga (2001), que las seflalan como las primeras
bacterias “colonizadoras” en los sistemas de produccion de peces marinos y que llegan a
formar parte de su microflora. Aeromonas media y Vibrio alginolyticus provenian del agua
del sistema SC-12 y del sistema de produccion de rotiferos (Brachionus plicatilis), Vibrio
mediterranei provenia del sistema de produccion de copépodos (Pseudodiaptomus
euryhalinus), ya que fue aislado e identificado en las muestras tomadas de este alimento
vivo.

Los dias 10 al 25, cambio la abundancia relativa de la microflora bacteriana aislada
durante este periodo de tiempo. Se aislaron e identificaron Aeromonas media, Vibrio
alginolyticus, Vibrio proteolyticus y Vibrio mediterranei sin que ninguna de éstas sea mas

abundante que las otras (25% de abundancia relativa para cada una de ellas). Aeromonas
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media provenia del agua del sistema de crianza SC-12 y del cultivo de rotiferos. Vibrio
alginolyticus provenia principalmente del cultivo de rotiferos y en menor grado de las
fuentes de los cultivos de Artemia y copépodos. Vibrio proteolyticus provenia
principalmente de dos fuentes, del agua del sistema de crianza larvaria SCC-12 y del
cultivo de la Artemia franciscana; Vibrio mediterranei provenia principalmente de dos
fuentes, el cultivo de rotiferos y el de copépodos.

El sistema de identificacion BiologOGNZ fue bastante acertado para identificar
bacterias de origen marino, como las aisladas durante la crianza larvaria de Paralabrax
maculatofasciatus, los alimentos vivos y el agua del sistema. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Verdonck et al. (1997) quienes utilizaron el sistema BiologO para
identificar bacterias de origen marino en sistemas de produccion de rotiferos Brachionus
plicatilis) consumidos como alimento vivo en el cultivo de peces marinos en Grecia y en el
norte de Espafia.

En lo que respecta a los resultados obtenidos en los andlisis de correlacién lineal
simple de Pearson, del nimero de bacterias aisladas y los valores de oxigeno disuelto y
amonio total en el agua del sistema SC-12 observando correlaciones negativas en los tres
medios de cultivo con respecto al oxigeno disuelto, lo cual indica que los valores de
oxigeno disuelto en el agua del sistema eran menores cuando habia mayor cantidad de
bacterias.

Se observd una correlacion significativa entre el nimero de bacterias aisladas en
2216 y el oxigeno disuelto, mientras que en las correlaciones obtenidas con el amonio

total, no se observan valores que indiquen alguna correlacion entre los medios TCBS y
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Mac Conkey y se observd una baja correlacion negativa entre las bacterias aisladas en
2216 y el amonio total en el agua del sistema SC-12.

En lo que respecta a las correlaciones que se encontraron entre el numero de
bacterias aisladas y las diferentes fuentes como son el agua del sistema de crianza y los
cultivos de microalgas, rotiferos, copépodos y Artemia. Se encontraron relaciones
importantes entre las bacterias aisladas en larvas en TCBS y el agua del sistema SC-12;
relaciones fuertes entre las bacterias aisladas en larvas en 2216 y las aisladas en las
microalgas; correlaciones buenas entre las bacterias aisladas en larvas en los tres medios
de cultivo y las aisladas en rotiferos; correlaciones negativas entre las larvas y los
copépodos y las mejores correlaciones entre las larvas y las Artemias.

Por otro lado la baja concentracién de oxigeno disuelto en el agua de los tanques
cuya densidad de siembra fue de 200 ind./| fue de 2.9+£0.69 mg/l en promedio a lo largo del
tiempo y Tucker (1998) recomienda que la concentracion minima para las larvas de peces
marinos debe ser mayor a 5 mg/l. Se podria explicar de la siguiente manera, una causa es
por la alta concentracién de individuos (larvas de Paralabrax maculatofasciatus) que
utilizan éste durante su metabolismo, otra de las causas es debido a las enormes
cantidades de organismos vivos (cultivos de apoyo) que son inoculados en el sistema de
crianza larvaria y la otra causa de estos bajos niveles de oxigeno disuelto fueron debidos a
las gran densidad celular de la microflora bacteriana aerobia que fue detectada en el agua
del sistema SC-12. Debido a que la mayoria de las bacterias aisladas en el agua del

sistema tienen un sistema de produccion de energia por respiracion aerdbica, el oxigeno
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es utilizado en esta serie de reacciones como aceptor de compuestos reducidos (H") para

formar agua.
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CONCLUSIONES

Se aislaron 416 cepas bacterianas a partir de 6 fuentes que comprenden el proceso
de produccion de semilla Paralabrax maculatofasciatus, para tratar de caracterizar la
microflora bacteriana de la familia Vibrionaceae presente durante las fases iniciales de vida
de la cabrilla arenera, asi como identificar las especies que colonizan a éstas.

El sistema de identificacion que se utilizo en este trabajo fue una herramienta
adecuada para poder identificar bacterias de origen marino del género Vibrio y Aeromonas
y se recomienda para monitorear la sanidad acuicola de los sistemas de produccién de
alimento vivo que se utilice en rutinas de produccion de semilla de larvas de peces marinos.
Se identificaron 10 especies diferentes. Dos especies de Aeromonas (Aeromonas mediay
Aeromonas sp.) y 8 especies de Vibrio (V. alginolyticus, V. campbelli, V. carchariae, V.
mediterranei, V. parahaemolyticus, V. proteolyticus, V. metschnikovii y Vibrio sp.).

Algunas de ellas son reportadas como patdgenos oportunistas (Vibrio
parahaemolyticus, V. proteolyticus y V. carchariae) en los sistemas de crianza larvaria de
diferentes especies sometidas a cultivo en sistemas cerrados. Las principales fuentes de
bacterias patdgenas oportunistas que colonizan a las larvas de Paralabrax
maculatofasciatus son: El agua de mar del sistema SC-12, el sistema de cultivos de rotiferos
(Brachionus plicatilis) y el sistema de cultivos de Artemia franciscana. Por lo que hay que

tener especial atencion en las medidas profilacticas en éstos cultivos.
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RECOMENDACIONES

En futuros trabajos en que se tomen muestras del agua de los diferentes sistemas
de produccion de larvas de Paralabrax maculatofasciatus, Brachionus plicatilis, Artemia
franciscana, Nannochloris sp. y Pseudodiaptomus euryhalinus o cualquier otro tipo de
alimento vivo en que se utilice agua marina para su desarrollo, es necesario efectuar
buenas practicas de control sanitario, haciendo uso de métodos de desinfeccion
adecuados, inoculando el sistema con bacterias probidticas como los lactébacilos y un

seguimiento metddico de la sanidad acuicola en los sistemas.

Uso de agentes vibriostaticos como el 0/129, para diferenciar vibrios de otras
bacterias Aeromonadae. Debido a que en el medio TCBS no solamente crecen vibrios,
también hay cepas de Aeromonas y Pseudomonas que son capaces de crecer en las

sales biliares que contiene este medio de cultivo selectivo.

También se recomienda trabajar con un buen namero de cepas (no excesivo) para
poder hacer un buen seguimiento con la identificacion y el mantenimiento adecuado de un
cepario en nitrégeno liquido o en un ultracongelador a -60 grados Celsius, que pueda ser

de utilidad para futuros trabajos por otros estudiantes.
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