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RESUMEN

Se realizd la evaluacidn cuantitativa y cualitativa de la
poblacidn bacteriana heterdtrofa existente en el agua de cada
una de las fases del sistema de cultivo del caracol marino -

Strombus gigas Linn. el cual est& llevindose actualmente a ca

bo en el Centro Regional de Investigacifn y Experimentacidn en
Maricultivos (CRIEM) que depende de la Secretaria de Pesca en

Puerto Morelos Quintana Roo.

Para la elaboracifn de este trabajo se realizaron tres -
muestreos (mayo y diciembre de 1984 y junio de 1985) en los =
cuales se determirayron altos 11?5135 de bacterizs heterSirofas
en todas y cada una de las fases del sistema de cultivo, encon
tr&ndose los valores m8s altos en los cultivos de microalgas -
comprobindose de esta manera la inexistencia de cultivos ax&ni
cos, lo cual se propicid por el funcionamiento poco eficiente
de el sistema de esterilizacién de agua de mar gque se emplea -

en la elaboracifn del medio de cultivo.

La poblacidén bacteriana heterdtrofa estuvo formada en su
mayorfa por bacilos gram negativos no esporulados gue fueron -

ubicados principalmente dentro de los géneros Pseudomonas, Vi-
&

brio y Flavobacterium, los cuales han sido relacionados con -

muertes masivas de larvas de moluscos.



En cuanto a los antibifticos ensayados se observd qgue los
que resultaron mis efectivos fueron aqu&llos gque actfan a ni-~-
vel de sintesis de proteinas tales como gentamicina, estrepto-

micina y cloranfenicol.




INTRODUCCION

El crecimiento de la poblaci&n humana, aunado a la captu
ra desmedida de gue ha sido objeto un gran nimero de especies
de importancia comercial y la decreciente disponibilidad de -
recursos pesqueros tradicionales, han creado la necesidad de
una industria acuicola, capaz de producir alimentos con alto
contenido prot&ico y a precios accesibles (Kinne,1977; Sinde-
lar,1984). Esta industria debe estar basada en una coopera--
cién cientifica interdisciplinaria. Las investigaciones a re
alizar aeben ser directas y a nivel adecuado para resolver -
los problemas que se presentan en los programas de produccidn,
y de esta manera sostener el desarrollo de ia acuicultura.

Actualmente se estin aplicando m&todos biotecnolbgicos a
gspecies marinas con el objeto de obtener productos alimenti-

cios, farmac&uticos, quimicos y combustibles.

Una 8rea en la cual la biotecnologia marina hace su ma--
yor contribucidn es la méricultura, esto es, él cultivo de -
plantas y animales,‘ya sea como alimento o para la obtencidn
de materia prima necesaria en la industria (Tucker,1985) .BExis
ten dos tipos de waricultura, la intensiva y la extensiva -
(Pillay;i976). En la maricultura intensiva, los'érganiémos

cultivados se desarrollan en condiciones ambientales -



altamente controladas durante todo su ciclo de vida, mien---

tras gue en la maricultura extensiva, las condiciones -

ambientales de cultivo no se controlan.

Agrupaciones politicas y sociales, nacionales y extran-
jeras han canalizado cantidades considerables de recursos e~
condmicos para llevar a cabo proyectos de investigaci®n des-
tinados a explorar las posibilidades de la maricultura (Kin-
ne,1977). Desde 1968, el cultivo de moluscos habia sido ci-
tado como una de las posibilidades mis prometedoras (Bardach

1968; Ryther y Bardach,1968).

Otra posibilidad que ha sido mencionada es la utiliza--
cidn de cultivos axé&nicos (uniespecificos y libres de bacte—
rias) de microalgas como suplemento alimenticio para los ox-

ganismos a cultivar (Spoehr,1953; Witsch,léso).

Dentro de los problemas mis graves que se han registra-—
do en el cultivo de organismos acudticos, principalmente en
el caso de moluscos con larva vé&liger pel8gica (por ejemplo
el ostidn y el caracol), es la mortalidad durante el estadio
larvario. Esto se ha observado tanto en condiciones natura-

les como en cultivos. En condiciones naturales la mortali--

dad de larvas de ostra americana (Crassostrea virginica) ha

'sido estimada en un 99.95% (Chanley,1982). La mortalidad = -
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disminuye despu&s de alcanzar la metamorfosis debido a que -
existe una cierta proteccidn por la concha, o bien a que es-
tos organismos m&s desarrollados incrementan la tolerancia a

las bacterias (Brown,1973). . ®

Un gran nfimero de investigaciones se han encaminado a -
estudiar el efecto de las bacterias sobre las larvas de mo--—

luscos que se cultivan en el laboratorio.

Experimentos realizados por Walne (1956) mostraron que
la poblacién de bacterias heterdtrofas en cultivos larvales
veces mayor que en el mar. El mismo autor (Walne, -
1258) demostr6 que cuando el agug estd confinada en un labo-
ratorio, la poblacibén bacteriana heterdtrofa que se desarro-—
lla allf es suficiente para disminuir el crecimiento y desa-
rrollo de larvas saludables de la ostra europea (Ostrea edu-
1lis) per lo que sugiere dos posibilidades: en la primera, -
todos o algunos de los componentes bacterianos normales del
agua de mar dafan a las larvas directamente colonizando o -
multiplicindose sobre la concha o carme. Y la segunda, su--
giere una accibn indirecta, esto es, a la secrecifn de meta-

bolitos externos liberados por las bacterias al medio.

Posteriormente Guillard (1959) observd que las mortalida

des larvales de almeja (Venus mercenaria) siguen un patrdén -




epizodtico, detecti&ndose bacterias alrededor de larvas mori-—
bundas o muertas, estas bacterias heterétrofas fueron aisla-
das e identificadas, registr&ndose como mds patdgenas a las

pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Vibrio.

En 1963, Loosanoff y Davis pubiicaron una serie de re—-
sultados concernientes al cultivo de larvas de bivalvos mari
nos, en donde sefialaron gue las bacterias y sus productos me
tab8licos son la causa del elevado indice de mortalidad lar-

varia de la ostra americana (Crassostrea virginica), ya gque

las condiciones bajo las cuales las larvas son cultivadas en
los criaderos, £avorecen el crecimiento y la multiplicacidn

de las bacterias asi como la acumulacién de sus metabilitos.

Tubiash et.al., (1970) identificaron miembros del g&ne-
ro Vibrio como agentes caudsales de necrosis bacilar en alme-

ja (Mercenaria mercenaria) y en la ostra americana (C. virgi

ginica). Los patf6genos se identificaron come Vibrio algino-

liticus y Vibrio anguillarum.

De acuerdo a los experimentos realizados por Brown -
(1873) en larvas de ostra americana {C. virginica) la morta-
lidad larvaria fue causada por iﬁvasién bacteriana y -nc por
toxinas solubles likeradas por las bacterias hetexdtrofas al

medio. De un total de 150 cepas de bacterias heterStrofas -



que fueron aisladas se encontraron los siguientes g&neros: =

Pseudomeonas 76%, Vibrio 19.2%, Flavobacterium y Achromobacter

con 1.3%.

Brown (1981) indica que las cepas del gé&mnero Vibrio fue-
ron las responsables de una epidemia en un c¢riadero de larvas
de ostra americana (C. virginica) y que los dos patdgenos bagc
terianos encontrados representaron una proporcidn extremada--
mente pequefia del total de la poblacidn bacteriana en el sis-

tema de agua de mar del criadero.

Otro de los problemas comunmente encontrados en los cria
deros de moluscos es la contaminacidn bacteriana de los culti
vos ax&nicos masivos de microalgas que son utilizados como a-
limento para los organismosg cultivados. Un alimento algal ég
piéza a ser inaceptable por su alta incidencia de su flora -
bacteriana. Dentro de los g&neros de bacterias heterStrofas
mis comunments enconctrados en este tipo de alimentos, est&n:

Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter, Vibrio, Bacillus

y Corynebacterium (Muchelanoc y Brown,1969). Pseudomonas, Fla

vobacterium, Achromobacter y Vibrio (Bexland, 1969; Berland,

at.al.,1970).

La actividad metabSlica de grandes poblaciones bacteria-
nas en cultives algales contaminados promueve rapidamente con

diciones perjudiciales para el buen crecimiento larval, ya -
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sea mediante bacterias capaces de invasidn celular (Tubiash,-

et.al.,1965) o bien capaces de producir toxinas solubles. (Gui

llard,1959).

En experimentos "in vitro", con algunas bacterias heterd
trofas de diferente origen, incluyendo el marino se ha obser-
vado que son capaces de inhibir el crecimiento de varias mi--

croalgas marinas (Berland, et.al.,1972).

Estos problemas en los criaderos de moluscos han creado
la necesidad de procedimientos sanitarios de rutina, los cua=-
les han sido reconocidos como una buena medida preventiva -—
(Tubiash,1975). Asimismo Leibovitz (1978) recomienda que en
cada criadero se realicen constantes monitoreos de los cam—--
bios fisicos, quimicos y bacteriolSBgicos en el medio de culti
vo larval para determinar las condiciones Sptimas para cada -

uno de ellos.

Una serie de procedimientos para eliminar ciertas bacte-
-rias patSgenas han sido desarrollados por diversos autores. -
por‘ejémplo, Tubiash, et.al.,(1965); y Le Pennec,gt.al. (1973)
sefialan la utilidad de ciertos antibib6ticos para disminuir -
los niveles de bacterias patSgenas. -‘Blogoalawski,egt.al., -
(1978) mencionan que el ozono puede ser efectivo como desin--

fectante siempre que se utilice con las precauciones adecua--
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das. Brown y Russo (1979) observaron gue una combinacién de
filtracidn y luz ultravioleta reduce considerablemente la o-

currencia de enfermedades larvales.

En Mé&xico, actualmente se estd llevando a cabo un pro--
vyecto de investigacibfn en maricultivo, a nivel de planta pi-

loto, para la producciSn del caracol marino Strombus gigas,

en las instalaciones del Centro Regional de Investigacidn y
Experimentacifn en Maricultivos (CRIEM), dependiente de la =~
Secretaria de Pesca, en Puerto Morelos Quintana Roo. Los ob
jetivos iniciales de este proyecto fueron: Primero, tratar -
de recuperar el nivel poblacional en condiciones naturales,

- haciendo resiembras de organiéﬁos juveniles y el segundo con
siste en proporcionar organismos juveniles a las cooperati--
vas pesqueras para que éstas a su vez se encarguen de colo--
carlos en condiciones adecuadas para su desarrollo hasta al-

canzar tallas comerciales.



ASPECTOS GENERALES DE Strombus gigas

Investigaciones realizadas por varios autores (Berg, -

1976; Willard, et.al.,1981; Chanley,1982) han revelado dque -

el caracol marino Strombus gigas como recurso econfmico y a-

limenticio ha decaido en los {iltimos aflos; esto se debe a -
que los niveles de captura han decrecido notablemente debido

a la sobreexplotacida de gue ha sido objeto este organismo.

La clasificacifn de Strombus gigas segfin Keen (1971) es

Phylum : Mollusca
Clase : Gastropoda
Subclase : Prosobranguia
Orden : Mesogastropoda
Superfamilia : Strombacea

Familia
Género

Especie

Strombus Linneus,1758

Strombus gigas Linneus

Este carécol (Strombus gigas) es una de las seis espe--

‘cies de la familia Strombidae que habitan las aguas del Cari
be. y Florida (Figura I). Hasta 1981, seglin Willard,et.al.,

(1981) §.gigas se encontraba en segundo lugar de importancia
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econfmica en la zona del Caribe despué&s de la langosta. Ade
mi3s de la rigquesa protéica de(su carne la concha ha sido uti
lizada con fines ornamentales, o bien, para la manufactura -
de porcelana y cal para mortero, asi como en la produccidn -

de drogas (Randall,l964; Boss,1969; Menzel,1971).
BIOLOGIA DEL CARACOL MARINO Strombus gigas.

El caracocl S. gigas es un habitante com@n de sedimentos
marinos arenosos, se alimenta principalemente de microalgas -
y Thalassgia. La &poca de reproduccidn ocurre en el verano -
(Brownell,1977; Randall,1964). La maduracibén sexual se alcan
za entre los tres y tres afios y medio de edad (Berg,1976). Es

te mismo autor estim& la longevidad del caracol en seis afios.

Randall (1964) determind las siguientes especies como de
predadoras del caracol en condiciones naturales:

Cangrejo ermitafio (Petrochirus doigenes), langosta espinosa -

(Panulirus argqus), la raya aguila moteada {Actodsobatis parina

xri) y el pez puerco espin (Diodon hytrix). Cuande el caracol
alcanza la madurez la depredacifn se limita aparentemente a -
cangrejos ermitafios, ciertos tiburones, rayas y algunos pul--
pos. Despu&s ée la madurez (cuando el caracol alcanza aproxi
madamente los 12 cm) el depredador més peligroso para el cérg

col es el hombre.
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En cuanto a la produccidn en M&xico no existen datos re
gistrados sin embargo, en Belice, que es uno de los palises -
con mayor produccidn de caracol, &@sta se incremento del 2.2%
del total de productos exportados en 1965 hasta el 23.7% en
1976 y la cantidad de carne exportada alcanz8 de 50 tonela--
das y hasta 561 toneladas en 1982. La carne de caracol al-=-
canzd precios de 8.13 dSlares/Kg en $180. Los altos precios
en el mercado han contribuido al severo abatimiénto de las -

poblaciones en muchas dreas caracoleras.

El Centro Regional de Investigacifn y Experimentacidn -
en Maricultivos (CRIEM) dependiente de la Secretaria de Pes-

ca en Puerto Morelos Quintana Roo estd llevando a cabo el

cultivo del caracol marino Strombus gigas presentfindose algu

nos de los problemas antes mencionados, por lo gque se desa--
rrolla este estudio bacteriol&gico sobre el proceso del cul-

tivo intensivo de dicho organismo.

13



OBJETIVOS

a) Evaluar cuantitativa y cualitativamente la poblacidn
bacteriana heterdtrofa existente en el agua de cada una de =-
las fases del sistema de cultivo del caracol marino Strombus

gigas Linn.

b) Determinar el significado de los niveles de contami-
nacién por enterobacterias, coliformes totales y fecales; -—
tanto en el agua de los cultivos de microalgas como en la de

los estangues donde se mantienen las larvas del caracol.

c) Observar el comportamiento de las poblaciones de mi-
croalgas y bacterias asociadas en cultivos de aguéllas, me--

diante la elaboracidn de curvas de crecimiento.
d) Determinar la sensibilidad de las cepas bacterianas,

obtenidas, durante los muestreos realizados, frente a varios

antibidticos.
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CAPITULC I.

DESCRIPCION DE LA BIOTECNOLOGIA PARA EL CULTIVO DEL CARACOL

MARINO Strombus gigas Linn. {Metodologia empleada en el -

CRIEM) .

Para iniciar el proceso de maricultivo dél caracol Strom
bus gigas es necesaria la recoleccidn de las puestas de hue--
vas. Esta se realiza mediante t&c¢nicas de buceo en los meses
de marzo a octubre que corresponde a la época de desove. La
hueva, que consta de aproximadamente 300,000 a 450,000 hueve-
cillos (Randall,1964: D'Asaro 1965) es transportada en bolsas
de pladstico o en cubetas conteniendo agua de imar y ctraiando -
de mantener las condiciones de temperatura adecuadas hasta -
llegar al laboratorio, donde se realiza la incubacifn. En el
laboratorio, la hueva es colocada en canaletas de fibra de vi
drio de 200 litros de capacidad, con flujo de agua de mar, 1la
cual ha sido previamente pasada por un filtro de cartucho de

cinco micras para eliminar la materia organica en suspensidn.

La incubacifn es de aproximadamente cinco dfas (D'Asaro,
1965) durante este perfiodo se lleva un registro microscépico
para preveer la fecha de eclosidn. Faltando un dia para que
&sto suceda, la hueva es transportada a estangques, que son pi

letas de concreto de 1000 y 3000 litros de capacidad, las =
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cuales tienen agua de mar sin aereacién. La cantidad &ptima
para cada estanque es de 10 larvas por litro (Brownell,1977),
(en este criadero no se lleva a cabo un control de larvas por
litro de agua): aqui permanecen todo su estadio larvario, de
25 a 35 dias (Browell,1977) hasta gue se inicia la metamoxfo-
sis son transportadas a otros estanques donde permanecen has-

ta completar su desarrollo.

De los estandques se toma diariamente la lectura de va—-—-—
rios parfmetros como son temperatura, pH y salinidad. Se feg
lizan, también cambios de agua para lo cual se sifonea el fon
do de 1la pileta extrayendo, aproximadameilte, tres cuartas par
tes del volumen +*otal las que.son filtradas a través de una -
malla con el objeto de revolectar las larvas gque posteriormen
te se colocan en un recipiente con agua de mar para su obser-
vacidén. Se regresan al estangue con agua limpia aquélilas guc

nadan y son eliminadas las gque permanecen en el fondo.

El agua utilizada en los estanques es bombeada constante
mente del mar a trav&s de un tubo gue se encuentra aproximada
‘mente a 20 metros de la costa, de ahf llega a un tanque donde
se almacena, aunque el tiempo de residencia del agua en el esg
tanque es muy corto. Posteriormente, se "purifica®" mediante

un sistema de filtracifn gque consta de un filtro de -
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‘arena y un tubo de PVC perforado de donde fluye el agua pa-
ra su oxigenacidn, guedando de esta manera lista para su u-

tilizacidn.

Cuando se termina un ciclo, ya sea que las larvas al--
cancen la metamorfosis o mueran, las piletas son lavadas -
con agua corxriente la cual en ocasiones contiene cloro. De
esta manera quedan listas para la introduccidn de nueva hue

va y la iniciacifn del prcecceso.

Durante el estadio larvario S. gigas es alimentado con
microalgas. De acuerdo con Guillard (1975) existen seis di
ferentes clases de microalgas (Tabla I}, que son comunmente
empleadas en los sistemas 2z acricultura para la alimenta-
cién de larvas dz muwluscos. Debido a esto el CRIEM cuenta
zun, vn laboratorio destinado a realizar monocultivos axéni-—
de tres especies de microalgas:

Tetraselmis chuii, Isochrysis tahiti y Thalassiosira weis-—

sflogii, antes Thalassiosira fluviatilis; recientemente se

ha inclufdo una cuarta especie Chaetoceros caicitrans.

Para el cultivo de microalgas, se utiliza agua de mar
esté&ril enriquecida con medios nutritivos especificos como

son el Ott y Provasoli modificado por Fukushima (apéndice).

17



De estas cuatro especies las tres primeras se cultivan
en agua de mar enriquecida con medio Ott y Chaetoceros cal-

citrans con medio Provasoli modificado por Fukushima.

La cantidad de alimento gque suministra a las larvas en
los estangues es variable y depende de la especie de micro-
alga utilizada y de la edad o tiempo de cultiveo de las lar-—

vas.

La incubacifn de los cultivos de microalgas se realiza
en un cuarto donde se controlan las condiciones de tempera-—
tura y luz. Aqui la temperatura se mantiene entre 20 y 25
grados centigrados, 1la ilumihacién tiene una intensidad de
1000 a 2000 lux durante las 24 horas. Los matraces y garra

fones tienen aereacidn constante.

El cultivo de microalgas puede dividirse en tres fa---—
ses:
a) Cultivos de cepas madre ("Stocks").
b) Produccidn de matraces de un litro de capacidad.
c) Produccién masiva en botellones de 8 y 18 litros de capa

cidad.

a) Los cultivos ax&nicos de cepas madre se mantienen -

en tubos de ensaye de 16 ml de capacidad previamente esteri

18



lizados en autoclave. A cada tubo se le agregan 10 ml de -
agua de mar enriquecida y esterilizada por filtracién con -
una membrana Millipore de 0.22um de tamaho de poro, inocu--
. ldndose despu&s 1 ml de cultivo de microalgas procedentes -

de otro tubo de cultivo que tiene 10 dfias de crecimiento.

b) Para la segunda fase se esterilizan en autoclave a
15 libras de prgsién durante 15 minutos, matraces contenien
do 1 litro de agua de mar, posteriormente se le adicionan -
los nutrimentos (0tt © Provasoli) por filtracidn utilizando
una membrana Millipore de 0.22um de poro. La inoculacidn de
estos matraces se realiza con 10 ml de cultivo de cepas ma-

dre que tienen 15 dias de crecimiento.

c) Para la produccidn masiva en botellones, el agua de
mar es esterilizada por un sistema que consta de un filtro -
de cartucho de lpm y una l&mpara de luz ultravioleta, agui -
el tiempo de exposicifn no se controla, posteriormente se a-

-dicianan loé nutrimentos (Ott y Provasoli) tambi&n por file-~
tracifn con membrana Millipore de 0.22pm de tamafio de poro.
Los garfafones utilizados para la produccidn masiva no se es
terilizan sinco que tGnicamente son lavados con cloro, el cual
es neutralizado posteriormente:con tiosulfato de sodio. -
Cuando los cultivos de garrafones tienen de 5 a 7 dias de -

crecimiento, se utilizan para la alimentacidn de las larvas,
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después de este perfodo los cultivos se desechan.

TABLA I. Microalgas empleadas para la alimentacidn de lar-

vas de moluscos en sistemas de acuicultura. (Guillard,1975).

Clase Especie

Bacillariophyceae Thalassiosira.fluviatilis, Thalassiosira

pseudomonas, Chastoceros calcitrans.

Haptophyceae’ isochrxsis sp. {(tahiti), Isochrysis gal-

bana.
- Chlorophyceae Chlamydomonas coccoides, Chlorococcum sp.

Chlorella tertiolecta.

Prasinophyceae Tetraselmis chuii, Tetraselmis suecica,

Micromona pusilla, Pyraminimonas rossii.

Chryptophyceae Chroomonag salina.
Cyanophyceae Spirulina spp
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CAPITULO II.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de agua fueron recolectadas en el Centro -
Regional de Investigacidn y Experimentacidn en Maricultivos,
dependiente de la Sec;etaria de Pesca en Puerto Morelos Quin
tana Roo, donde se lleva a cabo el cpltivo del caracol mari-

no Strombus gigas a nivel de planta piloto.

Se realizaron tres muestreos: El primero en mayo de -~

1984, el segqundo en diciembre del misme afio y el tercero en

junio de 1985.

Las muestras de agua fueron recolectadas de los siguien
tes sitios: Del tanque de almacenamiento de agua dé mar, de
los sistemas de tratamiento de agua de ﬁar utilizada en las
diferentes eﬁapas del cultivo (filtrxo de arena y filtro de -
cartucho deiuna micra, - luz ultravioleta). De los estanques
de concreto de 1000 y 3000 litros de capacidad donde se cul-
tiv#n las larvés del caracol, larvas de caracol mue;tas, de
los cultivos de microalgas en sus tres fases (tubos de ensa-
ye éon cepas madre, matraces de un litro de capacidad y ga--

rrafones para la produccién masiva (Fig.z).
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Los m&todos empleados para la evaluacidén de las pobla-

ciones bacterianas fueron los siguientes:

- Cuantificacidn total viable de bacterias heter&tro
fas, utilizando medio peptonado ZoBell 2216 E (Oppenheimer-

Zobell,1952) . .

-~ Obtencién de bacterias heterdtrofas a partir de lar-

vas de caracol muertas.

- Aislamiento, purificacifn e identificacién de cepas =
bacterianas heterdtrofas a nivel de género, sedgln el esquema
de identificacién de Shewan, et.al. (1960) y el Bergey's Ma-

nual {(Buchanan,1974).

- Cuantificaciédn de coiiformes totales y fecales por el

m&todo de nfimero mA&s probable (NMP) (Hoskin,1934).

- Obtencidn de biomasa bacteriana por la té&cnica de cuan
tificacidn directa con tincidn de naranja de acridina y micro

scopfa de epifluorescencia., (Hobbie, et.al., 1977).

Para complementar lo anterior se realizaron las siguien—-

tes actividades.
Se elaboraron curvas de crecimiento en monocultivos de mi

croalgas y de las poblaciones bacterianas asociadas, tanto en

tubos de ensaye como en matraces.
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Para la construccifn de las curvas de crecimiento de mi-

croalgas se efectuaron dos técnicas:

- Para los cultivos en los tubos de ensaye se realizd la
cuenta de c&lulas con hemocitdmetro y en el caso de los matra
ces se obtuvieron datos de biomasa por determinacién de cloro

fila a (SCOR~UNESCO,1966).

Para la preparacifn de las curvas de crecimiento de las
bacterias asociadas a los monocultivos de microalgas se reali

z&6 lo siguiente:

A partir de los cultivos en tubos de ensaye se tomaron -
alicuotas para la determinacidn del nlimerc de bacterias por -
el m&todo de cuantificacién total viable utilizando medio -
s6lido ZoBell 2216E, y para determinar la biomasa bacteriana
a partir de los cultivos en matraces se utiliz8 la técnica Qde
cuantificacién directa con naranja de acridina y microscopia

de epifluorescencia (Hobbie,et.al.,1977).

- Se efectuaron pruebas de sensibilidad a varios antibid
ticos y a diferentes dosis hechas con las cepas puras obteni-

das en los dos primeros muestreos.

- Se elaboraron curvas de crecimiento a partir de mono—-
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cultivos de microalgas que se encontraban en los tubos de en-—

saye con cepas madre y de monocultivos de microalgas en matra
ces. En este caso se inoculd el antibidtico que resultd mis

efectivo segfin las pruebas de sensibilidad realizadas con ce-
pas puras y en otros matraces se inoculd una mezcla de anti--—
bibSticos que se menciona en bibliografia {(Le Pennec, 1977), -
como efectiva para disminuir el nimero de bacterias en culti-—

vos de microalgas y larvas de moluscos contaminados.

2.1. Toma de muestras.

La toma de las muestras de agua se realiz8 de la siguien

te manera:

a) En tubos de ensaye, matraces y garrafones conteniendo
cultivos de microalgas; la toma de muestra fue realizada uti-
lizando pipetas estériles de 10 ml. En las otras zonas de -~
muestreo (tangue de almacenamiento de agua de mar, sistemas -
de tratamiento de agua y estanques donde se cultivan las lar;

vas) la recoleccifn se realizd utilizando tubos de ensaye es-—

tériles.

- Las muestras tomadas en los diferentes lugares de mueg

treo fueron inmediatamente diluidas en una proporcidn de 1:10
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en frascos de 250 ml de capacidad conteniendo 90 ml de medio -
mineral egtéril (Lyman y Fleming,1940). De estas éiluciones -
se tomaron diferentes alficuotas para el an8Slisis de bacterias

heter&Strofas, en particular entercobacterias.

- De cada una de las muestras originales se tomaron 9 ml
con una pipeta estéril y fueron colocados en frascos de 10 ml
de capacidad conteniendo 1 ml de formol ( 2% concentrado fi——
nal): &sto fué& empleado para la determinacifn de biomasa bacte

riana.

— Durante el segundo muestreo se tomaron larvas de cara--
col muertas con una pipeta Pasteur estéril y se colocaron en -
tubos de ensaye con medio mineral est&ril {(Lyman y Fleming, -

1940), para obtener las bacterias heter&trofas asociadas.

Las muestras asi colectadas fueron transportadas en refri

geracifn aproximadamente

cuatro grados centigrados para ser

1]
f

‘procesadas en el Laboratorio de Microbiologia Marina del Insti

tuto de Ciencias del Mar y Limnologfa de la U.N.A.M.
2.2. Trabajo de laboratorio.

Las muestras de agua recolectadas para la determinacidén -

de bacterias heterStrofas y de enterobacterias fueron proceég
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das dentro de las primeras seis horas de su recolecc¢idn.
2.2.1. Bacterias heterdtrofas
2.2.1.1. Cuantificacién

A partir de cada muestra diluida previamente 1:10 se rea-
1iz6 otra serie de diluciones 1:100, 1:1000 y 1:10000 utilizan
dose medio mineral diluido (Lyman ¥y Fleming,1940). De cada -
una de estas diluciones se tomd una alfcuota de 0.1 ml la cual
fue sembrada por duplicado en cajas de Petri conteniendo medio

peptonal ZoBell 20%. de salinidad {(Oppenheirmer-ZoBell,1952);:
tipo 2216E).

El conteo de las unidades formadas de colonias (UFC) en -
las cajas fué realizado despu&s de 48 horas de incubacidn é -
30°C; Por este m&todo de cuantificacifn indirecta se obtuvie-
ron los niveles de bacterias heterétfofas en cada una de las -

fases del sistema de cultivo (Bianchi y Bianchi,1971; Young, =
1979).

2.2.1.2 Aislamiento, purificacidn y conservacifn de ce-

pas.
El aislamiento y purificacidn de las cepas bacterianas =
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heterdtrofas se realizb a partir de las cajas empleadas para
la cuantificacifn de bacterias heter&trofas durante el prime-
ro ¥ segundo muestreos asi como de las cajas de TCBS en el -
primer muestreo. Se aislaron en promedio 10 colonias de cada
uno de los estanques, garrafones, matraces y tubos de ensaye
muestreados. Las colonias fueron tomadas al azar utilizando
una plantilla de aislamiento (Fig. 3). De esta manera se ob-

tuvieron finalmente 240 cepas.

Una vez aigladas las colonias se procedid a realizar la

purificacifn utilizando dos m&todos (Carpenter,1979).

a) Subcultivo de colonias por estria

"b) Diluciones seriadas en caldo nutritivo

La pureza de las cepas se verificd cuidadosamente, me—-—-
diante observaciones al microsc8pio de contraste de fases -

100X de preparaciones en fresco.

La conservacién de las cepas se realizb resembrando, por
duplicado, en frascos con 3 ml de medio peptonado ZoBell 20%.
e incubindose a 30°C por 24 horas. Una vez que se observd -
crecimiento, a uno de ellos se le agregd aceite mineral esté&-
ril para gvitar desecacifn y contaminacifén. Estas cepas bac-

terianas se mantuvieron en refrigeracidn a una temperatura de
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- 4°C para posteriormente ser identificadas.

2.2.1.3. Identificacifn de cepas bacterianas heterdotro-

fas.

Con el objeto de identificar a nivel de g&nero las cepas

bacterianas obtenidas durante los dos primeros muestreos, &s—-

tas fueron sometidas a una serie de pruebas morfoldqgicas y fi-

siolbgicas.

La identificacibn de
dos se llevs a cabo seglin
Para la idéntificaciﬁn de
cilos Gram positivos etc.

nan,1974).

Medio empleado

Agar nutritivo

bacilos Gram negativos no esporula--
el esguema de Shewan, et.al.(1960).
otros microorganismos como cocos, ba

se utiliz6 el Bergey's Manual (Bucha

Observaciones realizadas
Apariencia colenial (color, forma,

etc.)

Morfologfa celular (bacilos, co--

cos, etc.)
Arreglo celular (pares, t&tradas,
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etc.)

Esporulacién

Agar nutritivo Movilidad

Tincidn de Gram

Presencia de oxidasa

Presencia de catalasa

Agar de Sellers ' Pigmento fluorescente con luz -
ultravioleta.

Medio Hugh-Leifson Metabolismo (oxidativo-fermenta
tivo)..

Agar nutritivo + 30% - ProducciSn de pigmentos por Fla-

leche descremada vobacterium.

2.2.1.4 Pruebas de sensibilidad a diferentes antibi&ti

cos.

Las cepas bacterianas puras obtenidas en los aislamien~-
tos fueron sometidas a pruebas de sensibilidad frente a va--—-

rios antibiSticos a diferentes dosis.
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Los antibiSticos fueron elegidos tratando de utilizar de

los de amplio espectro y con diferentes tipos de accibn.

AntibibStico Dosis probadas para cada antibid
tico (pg/ml)
-Benzetacil 0.00
—Cloranfenicol 3.12
=Eritromicina 6.25
—Estteptomiciné 12.50
-Garamicina (Gentamicina)_’ - 25.00
—éeniciliha 50.00
=~Poliximina B 100.00

Como medio base se selecciond el agar de Mueller-Hinton.
De cada antibiStico y cada una de las diferentes dosis se pre

pararon series de placas.

Las cepas fueron sembradas en las cajas utilizando un i~
_noculador miltiple de tipo manual, en el cual es posible la i

noculacifn simultSnea de 20 cepas (Fig.4). Este aparato fue

disefado por el Dr. Leonardo Lizirraga-Partida en el ICMYL de
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la UNAM con base al inoculador miiltiple de Watt,et.al.,1966.

Una vez inoculadas las cajas se incubaron por un perfodo
de 48 horas despu&s de las cuales se realizaron las observa-—-
ciones que consistieron en observar si hay crecimiento el -
cual nos representa una cepa resistente, y el caso contrario

(falta de crecimiento) una cepsa sensible.
2.2.2, Cuantificacidn de coliformas totales y fecales.

En lés dos muestreos se llevaron a cabo pruebas para la
cuantificacifn de coliformas totales y fecales en los culti--
vos de microalgas como en ios estanques donde ‘'se cultivan las
larvas del caracol. Para ello se utilizé el m&todo de tubos
mGltiples de fermentacibn (Hoskin,1934) que nos permite obte-
‘ner .el ntmero mis probable (NMP) de bacterias coliformes. Se
gtin este'método se utilizan series de siete tubos tanto para
. la prueba presuntiva como para la confirmativa, utiliz&ndose
vo;ﬁmenes de muéstta de 10 ml para cinc§ tubos, I ml para un
tubo y 0.1 ml para el tubo restante (American Public Health -

Association, 1971).

Para la determinacifn de coliformes totales la serie de

tﬁbos de,fermentaciﬁn:contenia caldo lactosado Yy la incqba—-—

34



cidn se realizd a 30°C en bafio Maria por 48 horas.

Para la determinacidn de coliformes de origen fecal los
tubos de fermentacidn contenian caldo lactosado con bilis ver

de brillante (CLBVB) y la incubacibfn se realizb a 44.5°C en

bafic Maria durante 48 horas.
2.2.3. Obtencibn de biomasa bacteriana.

La cuantificacidn directa se realiz8 mediante la t8cnica

de tincidn con naranja de acridina y microscopia de epifluore

scencia (Hobbie, et.al., 1977) .

Para esta té&cnica se tomd una alfcuota de 1 ml de 1a -
muestra de agua y a partir de ésta se réalizaron diluciones -
1:2, 1:4, etc. con agua bidestilada. La Gltima dilucidn se -
tifid con naranja de acridina durante tres minutos y fue pasa-
da a través,de una columna de filtracidn Millipore de 15 ml y
una membrana Nuclecpore de 0.22 micras de tamafio de poro y -
25 mm de difmetro. El1 filtro fue tefiido previamente con Irga

~-lan Black durante 24 horas. El recuento de las bacterias se
realiz6 en un minimo de 30 campos por preparacidn.-y se midie-
roh 10 bacterias por campo. En el caso de los bacilos se mi-

dis largo y ancho en el caso de los cocos el difmetro.
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El recuento se realizd utilizando un microscdpio American

Optical con una resolucidn de 100X y c¢on el sistema de epiflug

rescencia.

Como testigo y paralelo a la lectura de las muestras se -
corrieron blancos c¢on agua bidestilada y filtrada con membrana

de 0.22 micras de tamafio de poro, &sto se realizb periddicamen

te para detectar posibles interferencias.

2.2.4 Curvas de crecimiento {(microalgas y bacterias).

La primera curva de crecimiento que se elabord fue a par

tir de las cepas madre de dos especies de microalgas: Iscchry-

sis tahiti y Thalassiosira fluviatilis y de las bacterias aso-

ciadas a estos cultives. Las cepas de microalgas se mantuvie-

ron en tubos de ensaye de 16 ml de capacidad con 10 ml de agua
‘de mar enriquecida con medio Ott y un mililitro de indculo. de

microalgas. Las condiciones a& cultive fueron las siguientes:

Durante 15 dias se mantuvieron con iliminaci®n constante, tem-—

peratura de 25°C y sin aereacidn. Se tomaron muestras cada. -

tercer dfa para determinar el nimero de c&lulas tanto de micro

‘algﬁg como de bacterias.

‘La cuantificacién de microalgas se llevd a cabo utilizan—

do un hemocitbBmetro 'realizindose cinco recuentos por muestra.
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En el caso de las bacterias, los recuentos se obtuvieron
realizando diluciones seriadas a partir de la muestra original
1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Para ello se utilizaron tubos
con 9 ml de medio mineral eétéril diluido (Lyman y Fleming, -
19490). A partir de cada dilucidn se tomaron alicuotas de 0.1}
ml las cuales fueron sembradas por duplicado en cajas de Petri
conteniendo medio peptonado ZoBell 2216E (Oppenheimer-ZoBell,
1952) y se incubaron durante 48 horas a 30°C, despu&s de este
tiempo se llevd a cabo el recuento de colonias, obteni&ndose

de esta forma el nfimero de bacterias heterdtrofas.

La segunda serie de curvas de crecimiento (IIIa, byc) -

fue similar a la primera con las siguientes variantes:

- Se realizd con tres especies de microalgas T. fluviati-

lis,Tetraselmis chuii e X. tahiti.

-La duracidn de esta curva fue de cinco dfas tomdndose =
- Inoculacidn de 100Mg/ml de Garamicina cada 24 horas.

Se elabord una tercer serie de curvas de crecimieﬁto (IV
a y b) pero en este caso a partir de cultivos de microalgas en
matraces de un litro de capacidad. La especie de micfoalgas'—
empleada fue I. tahiti. Esta serie de curvas se realizd obte-

niéndose biomasa tanto de las microalgas como de las bacterias
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Los medios de cultivo se prepararon de la siguiente mane

ras:

Se esterilizaron matraces Kitasato de un litro de capaci
dad en autoclave durante 15 minutos y a 15 libras de presidn.
Posteriormente se les agregd un litro de agua de mar, previa-—
mente esterilizada en autoclave, por filtracién utilizando -

membranas Millipore de 0.22 micras de tamafio de poro. De la

misma forma fueron agregados los nutrientes. (ott) .

Se realizbé una curva testigo tanto de microalgas como de
bacterias; en este caso no se tratd con ningfin antibidtico. -
Se realizaron dos curvas mis en este caso a partir de culti--
vos previamente tratados con antibibticos una de ellas fue -
tratada con 100Fg/ml de Garamicina mientras el otro cultivo =~

fue tratado con una mezcla de antibibdtico (Penicilina + Es—-—-

treptomicina).

Tanto Garamicina comoc 1

]
3

f
2]
0
'J
f
Y
®
w

ntihib6tico fue utili

zada de la siguiente manera:

En un matraz de 125 ml conteniendo 50 ml de medio de cul
tivo se inoculd con 1 ml de suspensifn de algas provenientes
de un tubo de ensaye de 15 dias de crecimiento, &sto fue rea-

lizado en tres matraces. A uno de ellos se le agregd 10d§hﬂ
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de Garamicina, a otro de los matraces se le agregdé 3 ml de la

mezcla de antibidticos, esto se realizd utilizando membranas
de 0.45 micras de poro. El tercer matraz permanecid como tes
tigo.

Estos matraces fueron colocados en condiciones adecuadas
de crecimiento. {Iluminacidén durante 24 horas, temperatura -
de 20 a 25°C). Después de 24 horas de crecimiento se tomaron
cinco mililitros de cada uno de estos matraces y fueron colo-
cados en otros tres matraces gue contenfian un litro de agua -

de mar enriquecida con medic Ott. Estos matraces estaban li-

bres de antibidticos; de esta manera gquedaron tres matraces -
que fueron numerados como IVa, IVb, y IVe; a partir de estos
tres cultivos se tomaron alicuotas para determinar biomasa -

tanto de microalgas como de bacterias. La biomasa de bacte-—-

rias fue determinada por recuento directo por la t&chica de -
naranja de acridina y microscopfa de epifluorescencia (Hob---
bie, et.al.,1977). La determinacifn de biomasa de microalgas

se realizd cuantificando la clorofila a (SCOR-UNESCOQ,1966).

Para la determinacidn de biomasa de bacterias se tomaron
9 ml del cultivo cada 24 horas y fueron colocados en frascos
que contenian un ml de formo (2% concentrado final) y fueron

mantenidos en refrigeracidn hasta su procesamiento.
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Para la determinacidn de biomasa de las microalgas se to-
maron 40 ml demedio de cultivo los cuales fueron filtrados a -
través de una membrana Millipore de 0.45 ypm micras de poro; -
Una vez realizada la filtracidn la membrana se colocd a un tu-
bo de ensaye con 10 ml de acetona destilada al 90%, estos tu--—
bos estaban cubiertos con papel aluminio para evitar el con--—
tacto con la luz y la alteracifn de los resultados. Las mues-—
tras fueron lefdas en un espectofotSmetro Ultravioleta-Visible

Barkin-Elmer Modelo 552.
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CAPITULO IIX.

RESULTADOS ¥ DISCUSION
3.1. Resultados cuantitativos
3.1.1. Bacterias heterdtrofas.

Las cuantificaciones de bacterias heter&trofas encontra~-

das en el criadero dal caracol marino Strombus gigas durante -

los tres muestreos se representan en la tabla II.

Los valores de bacterias heterftrofas localizadas en el a
QQa de mar del tangque de almacenamiento fueron de 8 x= 1053 2.4
¥ 10° UFC/ml con un promedio del 1.3 x 10° UFC/ml. Estos valores
resultan altos con respecto de los registrados para zonas lito
rales donde los niveles de bacterias heterStrofas estln entre
102y 10'UFC/ml (Oppenheimer,1963; Bianchi,1973)} posiblemente
log valores obtenidos durante ©s5te trabajo se deben a que el a

gua de mar es bombeada desde una zona muy cercana a la costa -

{aproximadamente 20m) donde hay aportes de desechos org&nicos

provinientes de una planta procesadora de tiburdn, &sto se ve
apoyado ya gue varios autores entre ellos Walne (1958) y Bri--
sou (1966) han encontrado una relacidn directa entre la concen

tracifn de materia orgZnica y el nGmeroc de bacterias heterdtro
fas.
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MESTREOS

ACUA DE TANGUE DE ALKACENAMIENTO

FILTRO DE AREMA

ESTANQUES

ACUA TRATADA COM FILTRQ
DE CARTUCHD DE 1 LUZ U,V.

TUBOS DE EMSAYE CON MICROALCAS
tsochrysis tahigi
Thatassiogirs wainatiog(i
Toteasalmis chutd

MATRACES CONTENIENDO HICROALGAS

Tetraselmis chuti

Lhasroceroy galcitrans

CARRAFORES CONIEMIENDO WICROALCAS

tsochrysis tanieh

Tet:

eimis chuii

Ineioaaionica welsatlogis
Chectoceroy colsitrana

MOTA:  d/e - dfas de erezimien
UFC = unidades formedar.

30 mayo 1988
UFC/m)

8.0 =
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CLAVE
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3dse 2.81 4
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3d/c Hiide | 3
ware NI
6d/e T 27 .
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N
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to
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TABLA 11. NUMERACIONES DE BACTER!IAS HETEROTROFAS ENCONTRADAS EN EL CRIADERO

DEL CARACOL MARINO Strombus gigds.
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El hecho de que el agua a la entrada del criadero tenga -
valores de bacterias heterétrofas de 10° UFC/ml nos indica que
su calidad desde el punto de vista bacterioldgico no es apro--
piada para fines de cultivo,'ya que se ha visto que cuando las
poblaciones bacterianas son elevadas se presenta una disminu--
cibn en el crecimiento larval en moluscos, asi como un incre—-

mento en la mortalidad (Loosanoff,1963); Walne,1958; Guillard,
1959; Brown,1981).

En cuanto a los éistemas de tratamiento de agua de mar -
que se emplean en el criadero tenemos los siguientes, en pri--
mer lugar el filtro de arena cuyo objetivo es el de eliminar -
todos los tipos de particulas.exégenas gue en uh momento dado
podré&n contaminar los cultivos larvales sirviendo como sustra-
to para el desarrcllo de bacterias heterdtrofas. En cuanto al
nlimero de bacterias heterStrofas encontrados en el agua antes
y despué&s de pasar por el filtro no se observaron cambios con-
siderables (Agua no tratada 1.3 X 10® UFC/m1; Agua tratada 1.43
X 105 UFC/ml).

El segundo método de tratamiento de agua es la esteriliza
cidn de agua de mar mediaqte un filtro de cartucho de 1pm y -
una lampara de luz ultravioleta. El1 agua asi tratada es em—-—-
plea&a en la elaboracién de los medios donde se realizan los -

cultivos ax8nicos de microalgas. El problema es que este méto
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do de esterilizacidn no funciona adecuadamente, y el agua tra-
tada tiene una poblacifn bacteriana de 1.4 X 10° UFC/ml y en -
el segundo muestreo se observd un nimero mayor de bacterias -
despu&és del tratamiento; &sto podrfa deberse a una liberacidn
esporddica de bacterias desde el filtro de cartucho (Prieur y
Carbal,1979) o bien, a un efecto de fotoreactivacidn bacteria-
na (Hamkala,1972). Con este fendmeno es casi imposible mante-

ner cultivos de microalgas ax&nicos.

Los niveles de bacterias heterdtrofas encontrados en los
cultivos de microalgas que son utilizados como alimento para -
las larvas del caracol S.gigas fueron de 10°a 107 UFC/ml. Se
ha observado que cuande una fuerte de alimento no axé&nico es
empleado, hay una adicidn inevitable de bacterias hacia el cul

- tivo larval y la poblacidn bacteriana se puede duplicar facil-
mente (Prieur,1975), propiciando de este modo condiciones no a

decuadas para el crecimiento larval.

Las concentraciones de bacterias heterStrofas en los es--—
tanques donde se cultivan las larvas del caracol fueron de -
7.07 X 105 UFC/ml en promedio, el cual es un nmero elevado. -

Tomando en consideracidn gue cuando el agua se almacena, las =

poblaciones bacterianas tienden a incrementarse (Walne,b1958)
pueden alcanzar niveles tales gue son la causa de una disminu-

cidn en-la tasa de crecimiento e incremento en la mortalidad -
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larval. Varios autores han comprobado este efecto nocivo de -
‘las poblaciones bacterianas sobre las larvas de moluscos (Loo-
sanoff,1963; Walne,1958; Guillard,i959; Tubiash,et.al.,1970; -
Brown,l973;.Sinderman,1977; Disalvo,1981; Brown,1981; Prieur,

1975, (1976) y han determinado que los efectos sobre las lar--
vas pueden ser provocados de dos formas. La primera gque las -
bacteriaslataquen directamente a los tejidos de las larvas v/o
la segunda, que el efecto sea causado por la liberacifn de me-—

tabolitos bacterianos hacia el medio de cultivo larval.
3.1.2, Biomasa bacteriana.

En cuanto a las biomasas bacterianas registradas en el -~
sistema de cultivo del caracol se observd éue existen dos nive
les: el primero en donde la biomasa bacteriana no rebasa, sal
vo en una ocasidn, la concentracidn de 1 pgC/ml, a este nivel
corresponden varias zonas donde se recolectan muestras, como

son el agua del tanque de almacenamiento, el agua pasada a tr
P

v

vés del filtro de arena, el agua tratada con la luz ultraviole
ta y los estanques donde se cultivén las larvas del caracol. —
El.segundo nivel estid formado por los cultivos de microalgas =~
desde las cepas madre hasta los cultivos masivos en donde la -
biomasa bacteriana alcanza concentraciones de 13.35 ugC/ml, lo

‘cual implica una contaminacidn bacteriana muy alta ya que -
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estas concentraciones correspondan a niveles de 10’ & 108 -
UFC/ml. Esto posiblemente se debe a la existencia de nutrimen
tos en el medio donde se cultivan los microalgas, (ver apéndice
sobre la composicidén del medio), ademds de los productos de ex-

crecidn que se liberan.

En la tabla IXIII se representan las biomasas bacterianas re
gistrados en las diferentes etapas del sistema de cultivo del -
caracol Strombus gigas. Los datos se expresan en microgramos -

de carbono por mililitro.

3.1.3. Niveles de coliformes

Solo fueron detectados coliformes totales en seis zonas de
muestreo con un valor miximo de 2400/100 ml (Tabla IV), esté -
no puede ser considerado como una contaminacidn. Esta escasez
de coliformes implica una ausencia de contaminacidn fecal proxi
ma 6 remota (Guinea, et.al.,1979). Las zonas en las que se en-—
contraron coliformes corresponden a estanques Yy su existencia -
puede explicarse por una mala manipulacidn o bien, que &stos ha
yan llegado a través del aire ya gue los estangues se encuen—--

tran a la intemperie en una zona desprotegida.
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MUESTREDO

AGUA_DE TANQUE DE ALMACENAMIENTO
FILTRO DE ARENA

ESTANQUES

ACUA TRATADA CON FILYRO DE CARTUCHD
DE 1 LAMPARA DE LUZ ULTRAVIOLETA

TUBO DE ENSAYE COMN MICROALGAS
Isochrysis tahiti
Thalassiosira weissflogid

Tatraselmis chuil

MATRACES CONTTNIENid MICROALGAS
Isochrysis tahiti
Jetraseimis ghuil

Chaetoceros caleitrans

GARRAFONES CONTENIERDO MICROALGAS
isochrysis tahiti

Jetrazelmis chuii

JThalassiosirg weissfiog{§

Chastroceros calcitrans

d/c - dfas de crocimiento
TABLA It

30 mayo 198%
ug/ml

CLAVE
B-5

B-14
8-18

R-6

2®

10 diciembre 1984
ug/m!

CLAVE
B-1
8-3

0.481
0.420

0.702
0.429
1.279

1.44

3%

18 junfo 1985
ug/ml

CLAVE
8-9

6d/c
6d/c
Sdfc

2d/c
4d/c
2d/c
5d/c

2d/c
Sd/c

BIOMASA BACTERIANA EN LAS DIFERENTES ETAPAS DEL CRIADERO DE Strombus gigas

LADOS EN pgC/ml.

0.105
0.027

0.028

0.163



TABLA IV. Niveles de contaminacidn por coliformes totales y fe-

cales registrados durante el primer muestreo.

MUESTRA Coliformes totales Coliformes fecales

Tubes de ensave contenien-

do microalgas.

Isochrysis tahiti o ; 0
Thalassiosira fluviatilis o : e 0
Tetraselmis chuii o . . 0

Matraces conteniendo microal

gas.

I. tahiti 0 ) .0
T. fluviatilis 0 .0
T. chuii 0 0
Garrafones continiendo micro’

algas.

I. tahiti S22 : "0
T. fluviatilis 22 0
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T. chuii 0 0

C
Estangues conteniendo lar-

vas de caracol.

B-5 : 22 0
B-7 . | S b o
B-14 S 0
B-18 ‘ ' o 2z 0
R-5 ' 150 . o
R-6 : 2400 - 0-
Agua tratada con filtro

de arena. o) o » Q

Datos registrados por 100 ml.

Adem&s durante el primer'muestreo se comprobd la ausencia
de estreptococos éonfirmando la ausencia de contaminacidn fe—-
cal. Los estreptococos en medio marino son mejores indicado--

- res de contaminacién fecal afin gque E. coli ya que‘son muchoe -

mids resistentes a condiciones adversas (Guinea,1979).
Durante el segundo muestreo yva no se detectaron colifor--
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mes en ninguna zona muestreada.
3.2. Resultados cualitativos.

3.2.1. An&lisis microscfSpico de las cepas bacterianas aisla

das y Géneros identificados.

La mayorfa de la poblaci8n bacteriana heterdtrofa en el -
‘sistema de cultivo se compuso de bacilos gram negativos no es-—
'parulados {(Tabla V) los cuales fueron ubicados dentro de los -

g&neros Pseudomonas, Flavobacterium y Vibrio (Tabla VI). Es--

tos resultados concuerdan con los observados por varios auto--—
res para el agua de mar, cultivos de microalgas y de moluscos
(Berland, et.al.,1970; Murchelano, y Brown,1968; Bianchi, -
1978). Estos génerosAhan sido relacionados con muertes masi--—
vas de larvas de moluscos en diferentes criaderos. Por ejem--—

plo, Guillard (1959) identific6 a miembros de los g&neros Pseu

domonas y Vibrio como causantes de mortalidad en larvas de alme

ja (Venus mercenaria). Tubiash, (1970) identificd miembros del
gé&nero Vibrio como causantes de necrdsis bacilar en larvas de

almeija (Mercenaria mercenaria) y ostra americana (Crassostrea

virginica). Brown (1981) indic6 que cepas del género Vibrio
- . —_—

fueron las responsable de una epidemia en un criadero de lar--

vas de ostra americana (C. virginica) y que los patdSgenos bac-
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terianos encontrados representan una proporcidén extremadamente

pequefia del total de la poblacidn bacteriana en el sistema de

agua de mar del criadero. Algo gue es importante hacer notar
es que las bacterias encontradas en el homogeneizador de lar—-—
vas moribundas pertenecen principalmente a los g&neros Pseudo-—

monas y Vibrio los cuales como se indicd arriba han sido am-~-—

pliamente relacionados con muertes masivas de larvas de molus-—

cos.

TABLA V. Resultadeos de los anfdlisis morfol8gicos de las cépas

bacterianas aisladas durante los dos primeros muestreos.

PRIMER MUESTREO 150 CEPAS:

No. de cepas Forma celular Gram %
80 Bacilos no esporula - 53.3
dos.
31 Bacllocs esporulades + 20.6
28 Cocos - 18.6
9 - -Cocos 6.0
Pleom&rficas - 1.3
150 ‘

99.8
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SEGUNDO MUESTREO 90 CEPAS:

Mo. de cepas

64

11
89

Forma celular

Bacilos no esporu
lados.

Bacilos esporula-
dos.

Bacilos no esporu
lados.

Cocos
Cocos

Pleombdrficos

Gram

‘3.3.'Sensibilidad bacteriana a antibidticos.

Dentro de los antibidticos probados,
de sintesis de proteinas (genamicina,

nicol y eritromicina),

estreptomicina,

1.1

7.7

12.2

98.7

cuatro act@an a nivel

cloranfe-

dos a nivel dec sintesis de pared celu---

lér, {penicilina y benzetacil) y uno gue afecta la permeabili--

dad de la membrana (polimixina B).

Los antibibticos mis efectivos segfin las pruebas realiza--

das son los que actfian a nivel de sintesis de proteinas (genta-

micina, estreptomicina y cloranfenicol), observandose resulta--

52



€s

TABLA VI PORCENTAJES DE GRUPOS Y GENEROS AISLADOS DURANTE DOS MUESTREOS REALIZADOS

EN EL CRIADERO DEL CARACOL MARINO Strombus gigas.

PRIMER MUESTREO SEGUNDO MUESTREO
GENERO O GRUFO BACTERIANO 1 a] 1t [\ 1 t 1 v v Vi \11]
PSEUDOMONAS 61% |55.5%|53.8% }40.8% 73.6% | 20% | 88% [44.4%) 91.6% |100% |43.5%
FLAVOBACTERIUM - 11.1%}15.9% | 6.1% 15.8% | 20% 8% 111.1% - - 17.4%
VIBRIONES ©3.8% 3.7%| 5.12%l18.3% - ~ - - - - 130.9%
BACILLUS 17.3%{18.5% | 20.5% |12. 3% 10.5% | - - 8.0% 8.9%( - 8.02
ENTEROBACTERIAS 11.5%| 7.4%) -~ 6.12% - - - - - - -
NEISSERIA 1.9%) 3.7%| - 6. 127 - - - - - - -
STAPHYLOCOCOS - - 5.2%|6. 124 - 20% 4% |33.3% - - -
ACINETOBACTER 1.9%] - - 2.0% - - - - - - -
sitios:

Las cepas bacterianas fueron aisladas de los siguientes
sis tahivi

I Cultivo de Isochry

ITI Cultivo de Thalassi

osira wei

issflogii

imis chuii

III Cultivo de Tetrase

IV Estanques donde se cultivan larvas de caracol

\'4 Tangue de almacenamiento de agua de mar
VI Agua tratada con filtro de 1 Micra y luz ultravioleta
VII Homogeneizador de larvas moribundas




dos satisfactorios (mds del 60% de cepas sensibles) con todas

las dosis. Posteriormente tenemos a la penicilina que actq; a
nivel de inhibici®n de sintesis de pared celular y en filtimo -
lugar a la polimixina B, que afecta la permeabilidad de la mem
brana celular y en tres de las dosis probadas (25, 12.5 y -

6.2§ﬁg/m1) se observd alrededor de un 70% de cepas resisten—--—-

tes.

La utilizacidn de antibidticos como medio para disminuir
"o eliminar poblaciones bacterianas en un sistema de acuicultu-
ra debe ser con las debidas precausiones ya que su uso inade--~
cuado puede dar origen a cepas bacterianas resistentes las -
cuales serfan muy diffcil de eliminar posteriormente. Para e-
vitar &sto .se recomienda una rotacibn de antibidticos. {(Gui-~-

llard,1959).

Con regpecto a los resultados obtenidos en las prdebas de
:;ensibilidad hay gue  tomar an ccnsideracidn que &stos fueron -
obtehidos con cepas bacterxianas puras, lo cual no es indicati;
Vo de las condiciones naturales, péro st ayuda a tenex una ide
a del comportamiento bacteriano frente a antibidticos que pue-
den ser utilizados como m&todos para disminuir las poblaciones
bacterianas en los cultivos de larvas'de moluscos (Le Eennec,
1977), o bien, para recupefar cultivos de microalgas cqntaming

dos (Droop,1967).
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Los resultados de sensibilidad bacteriana frente a siete

antibibdticos a diferentes dosis se resumen en la figura 5.

3.4. Curvas de crecimiento.

Con respecto a las curvas de crecimiento. En la figura 6
(ITa y IIB) se puede observar gue el niimero de bacterias es de’
una a tres potencias mayor que el nGmero de bacterias gue el -

de microalgas (Isochrysis tahiti ¥y Thalagsiosira fluviatilis)

este dato debe ser tomado con cautela ya que no proporciona -~
‘una relacifn real entre las dos poblaciones porque el tamafio -
de una microalga es varias veces mayox gque el de una bacteria.
También de la grdfica se puede observar que el crecimiento de

las micxoalgas parece ser independiente del comportamiento de

la poblacibn bacteriana.

El niimero maximo de bacterias heterdtrofas registrado en

.- los dos casdé alcanza valores de 10°UFC/ml el éual es un nGme

ro exageradamente alto para lo gue deberfa ser un cultivo axé
nico. El problema. de gque la poblacién bacteriana sea tan -
grande en un cultivo algal que sirve de alimento a larvas de
moluscos va a propiciar con condiciones perjudiciales para el

buen crecimiento larval ya sea por invacidn celular (Tubiash,

et.21.,1965) o bien debido a las toxinas solubles Guillard,
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1959). Ademis de que pueden existir bacterias que son capa-—
ces de inhibir el crecimiento de las microalgas marinas que -

se cultivan afectande la productividad del cultivo (Berland,

et.al.,1972).

El hecho gue en los cultivos madre de microalgas aparez-—
can bacterias heterStrofas con valores de 10%° UFC/ml nos da -

una idea de la mala calidad del alimento que se emplea en el

criadero.

En la figura 7 (IIIa, b y ¢) podemos observar que los -

cultivos testigos de las tres especies de microalgas (Thala--

ssiosira fluviatilis, IIXa Isochrysis tahiti, IIYIb:; y Tetra--

selmis chuii, IIXc) tuvieron un comportamiento muy similar al
de las gr&dficas IIa y b con la diferencia de que en estos cul

tivos los niveles miximos de. bacterias heterftrofas fue de -~

107 UFc/ml.
En la grifica ¥ITIa-podemos observar en el tercer dia una
disminucién del nimero de bacterias relacionado con un incre-

mento del nfimero de microalgas (Thalassiosira fluviatilis). -

Algo similar ocurri& en el cultivo de Isochrysis tahiti -

(IIIb) tambi&n al tercer dia de crecimiento. El caso contra-
rio, es decir, un crecimiento del niimero de bacterias acompa-

flado de una disminucién del ndmero de microalgas fue observa-
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do al cuarto dia en el cultivo de T. fluviatilis (11Ia).

En el caso de Tetrasselmis chuii no se pudo obsexvar nin-

glin tipo de relacidn como los antes mencionados.

El hecho de gue se observe un incremento de bacterias a-
compafiado de una disminucidn de microalgas y viceversa podrfa
implicar una relacidn inversa entre estas dos poblaciones aun-
gque para asegurdr gue existe este tipo de relacidn seria nece-
sario hacer un nfimero mayor de ensayos. Ademds hay gque témar
en cuenta el efecto gque puedo haber causado el antibif6tico so

bre las microalgas el cual no se tomS en consideracibn,

Las curvas de crecimiento que se representan en las figu-
ras B y 9 se obtuvieron a partir de las biomasas, expresadas -
en ng de carbono orgfnico/ml, tanto de microalgas (Isochrysis

tahiti) como de las bacterias asociadas a estos cultivos.

BEn uno de los casos (figura 8) el cultivo de microalgas -
fue tratado antes con gentamicina (100ag/ml) en tanto gue el f'
cultivo de I. tahiti (figura 9) fue tratado con una mezcla de
antibibticos (penicilina + est;eptomicina) que se recomienda -

en bibliOgrafia como efectivo (Le Pennec, et.al.,1973)

Como se puede apreciar (figura 8) la biomasa bacteriana =
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permanecid, baja y constante hasta el sequndo dfia a partir del
cual experimentd un ligero incremento que alcanzd 0.3%»9 C/ml

en el cultivo tratado con gentamicina, mientras que el cultivo
tratado con la mezcla de antiﬁiéticos al cuarto dia alcanzd -
una concentracidn de 1lpg C/ml, concentracién que en el cultivo
testigo fue alcanzado a las 24 horas. Después de el cuarto -
dfa ‘en el cultivo con gentamicina se observd un incremento en

la biomasa bacteriana llegando a los 3.4»9 C/ml mientras que -
en el cultivo tratado con la mezcla de antibiéticos se observa

un descenso.

En cuanto a la poblacién_de microalgas en la figura 8 del
cultivo de I. tahiti tratado con garamicina el incremento de -
biomasa fue obvio desde el primero dia alcanzando una concen—-
tracibén de 21.8ug C/ml en el cuarto dfa mientras que el culti-
vo testigo en ese mismo tiempo tenia una concentracidn de -

14.4p9 C/ml.
En la figura 9 también se observd una mayor biomasa de mi
‘croalgas en el cultivo prueba (tratado con la mezcla de anti--

biSticos) con respecto del testigo pero esto se observd a par-

tir del tercer dia.
Como podemos observar en las figuras 8 y 9 los cultivos -
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das de cultivos despuds de ser tratados con una mezcla o

hidticos.

t.as curvas prueba fuerum obteni
anci-
(penicilina + estreptomicina) por 24 horas..



tratados con antibifticos produjeron mayor biomasa en un tiem
po mAs corto con respecto del cultivo testigo lo cual resulta

'
beneficioso para el centro, también podemos ver que =f hay -
un abatimiento de bacterias, hecho que podria ser aprovechado
para recuperar cultivos gue han sido contaminados con bacte-
rias y en un momento volverlos axénicos con la ayuda de otras
metodologias (rotacién de antibibticos, dilucidn seriada, ma-

nipulacifn con micropipetas, etc.)
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CONCLUSIONES

— El1 agua de mar que es utilizada en el criadero del cara
col marino Strombus gigas tiene un nivel muy alto de bacterias

heterStrofas de lo cual se puede inferir una contaminacidn or-

gdnica.

— El1 agua de mar es un aporte muy importante de bacterias

hacia el sistema de cultivo.

- Se verific6 una ausencia de contaminaciddn fecal en las

diferentes etapas de cultivo.

- Los niveles de bacterias heterStrofas en los estangues
donde se cultivan las larvas del caracol son tan altos que po-

drfan causar una disminucién en el crecimiento y un incremento

en la mortalidad.

- El proceso de esterilizacidn de agua de mar que se uti—-
liza para la elaboracifn de medios de cultivo para las microal-
’gas resulta poco eficiente, observandose, en uno de los casos,

un nfinero de bacterias mayor despu&s del tratamiento.

'~ Los cultivos de microalgas no son ax&nijicos lo cual dismi

nuye la calidad del alimento gque se emplea en el criadero.
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- Los cultivos de microalgas son un aporte continuo de bag

terias en los estangues donde se cultivan las laxvas.

- La flora bacteriana estuvo constituida principalmente de
bacilos Gram negativos no esporulados pertenecientes a los géne

ros Pseudomonas, Flavobacterium .y Vibrio.

- En los cultivos de microalgas se determinaron las concen

traciones mis altas de biomasa bacteriana.

"= De los antibidticos probados los m&s efectivos resulta--
ron ser los que actfian a nivel de sintesis de protefnas y fue--

ron la gentamicina, la estreptomicina y el cloranfenicol.

- Con los experimentos realizados (curvas de crecimiento}
no se pudo determinar el tipo de relacifn que existe entre las
poblaciones de microalgas y de bacterias en cultivo, ya que re-

quiere un mayor nimero de experimentos.

- Con base en las curvas de crecimiéntq obtenidas se pudo
observar que el uso de un antibidtico adecuado puede disminuir
yél nfimero de bacterias y con ayuda de otros procedimientos (di-
luciones seriadas, centrifugacién, rotacidn de antibidticos, -

ete), es posible obtener cultivos de microalgas ax&nicos.
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APENDICE

Agua de mar artificial o medio mineral concentrado, Lyman

y Fleming,1940).

Concentracifn en gramos / 20 litros de agua destilada.

.-

10.~-

11.~

12.-

Acido b&rico (H3;BOj3)

Bicarbonato de sodio (NaHCOj3)

Bromuro
Cloruro
Cloruro
Cloruro
Cloruro

Cloruro

Fosfato

Nitrago

de potasioc (KBr)

de calcio dihidratado CacCl, -2H,0)

de estroncio dihidratado (SrCL,-+6H,0)

de magnesio hexahidratado' (MgCl, -6H;0)248.00

de potasio (KBr)

de sodio (NacCl)

Fluoruro de sodio (NaF)

monobdsico de potasio (KH,PO,)

de amonio (NH,NO,)

‘Sulfato de sodio (Na,S0,)
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Medio peptonado ZoBell tipo 2216E (Oppenheimer-ZoBell,1952)
20 %o,

Concentracifn en gramos / ‘litro de agua destilada.

l.- Extracto de levadura )3
2.- Bacto-peptona . 5
3.- Cloruro férrico ’ ’ lml
4.~ Medio mineral coﬁcentrado . 200 m}
S5ee Agua destilada X » 800 ml
6o Agar bacteriol&gico _ ’ . 15

Ajustar pH a 7.5 ¥ g 3

Medio de enriquecimiento Ott para cultivo de microalgas -

(Tetraseimis chuli, Thalaseiosivra weilssflogii, Isochrysis tahi-

T
ti)

Preparaci®n:

Solucion A

Disolver 1.0 gr de NaNO3; en un litro de agua destilada y su
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ministrar 10 ml por cada litro de agua de mar est&ril.

Solucién B

gr/500 ml de agua destilada

1B~  FeSO0,+7H30 ......i.

cenecsecssieracocrnnnn 2.49

2B- 2SO, TH,O ..oass e 4.41

3B~  MnCl,-4H,0 .. ieesees 0.72

4B MOO3.enusceseroiisis R 0.36

5B= CO(NO;),*6H,0 ... .. R 0.25

6B— Fe EDTA cueeoece-anianisin

KOH +ceeeneoonraatonasoaciasaasasaasciosanns 15.50
8B-  H,BO,

teerscecescansmsrsacaeiancecnsectetena 5.71

9B~ NasS5iC 3 eevesen

10B- FE(NHq)z (So“)z '6“20 semesceenccnsssansesns

118~ N2, EDTA ...ccevinseccrcenaccaccacccccnancas

De cada una de las soluciones mencionadas arriba agregar -

I ml por litro de agua de mar estéril.
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12B- Naj,Glicerofosfato ........ ceerreccensenn .. 1.00

Solucién C

En 1000 ml de agua destilada disolver las siguientes vita-

minas.

Cianocobalamina (Vitamina Bjys )escctecessessecass 1.00 mgr

Thiamina HCLl ...icascceccccsssvessacsscsarcsasnse 200.00 mgr

De esta solucidn de vitamina se agrega 1 ml por litxo de -

agua de mar estéril,
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MEDIO PROVASOLI MODIFICADO POR FUKUSHIMA

&

Solucién A

Nutriente Cantidad
Agua destilada 1000 ml
NaNOo, 40 gr
Acido beta glicé&rico ’ 2 gr
Fe EDTA 2 gr
Crewat 32 ' ; 12 gr
Vitamina By, ‘, ' 40 mgr
?ris 20 gr
pH 7.8

Se tomaron 5 ml de estz solucibn v se colodh¥on en un li-
tro de agua de mar est&ril, esto se hace por filtracifn con -~

membrana Millipore de 0.45um de tamafio de poro.

Solucién B

‘Agua destilada 1000 ml
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Na,S8i0, -9H,0 14 gr
2.5 ml de esta solucifn se colocaron en un litro de agua

de mar est&ril esto se realiza por filtracidn con membrana -

Millipore de 0.45 m de tamafic de poro.

' Forma de preparacidn de la mezcla de antibidticos.
100 mg penicilina G y 50 mg de estreptomicina juntas en

10 ml de agua destilada, &sta solucidn se agrega por filtra-

cidn con membrana de 0.22 um de tamafio de poro.
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