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I.

RESUMEN
EFECTO INHIBITORIO DE LA MICROALGA Isochrysis galbana
(Haptophyta) SOBRE BACTERIAS TIPO VIBRIO spp.

La capacidad inhibitoria de la microalga Isochrysis galbana fue evaluada sobre
Vibrio furnisii (reportado como patégeno en acuicultura). Se efectuaron cultivos
monoespecificos, por triplicado, en medio “f2” a una densidad inicial de
1x10°células/ml, inoculandose cada cultivo con >1x10* bacterias que crecen en
medio TCBS (BTCBS). Se efectuaron conteos diarios de la microalga y se
determino su tasa de crecimiento. El efecto inhibitorio se evalué mediante filtrados
de 1 y 10 ml del cultivo microalga-bacteria, inmediatamente después de la
inoculacion, a las 48, 96, 168 horas, y una vez que el cultivo de microalga
alcanzara la fase estacionaria de su crecimiento, se efectuaron conteos indirectos de
BTCBS. En todas las repeticiones se detectaron diferencias significativas (a=0.05)
de la concentracion de Vibrio con respecto al tiempo, hallandose concentraciones
indetectables (<0.01BTCBS/ml) durante la fase exponencial del crecimiento de la
microalga. . galbana, presenta un mayor crecimiento y densidad celular en
presencia de Vibrio furnisii (0=0.05) demostrando la propiedad alelopatica entre
ambas especies. Se efectud un analisis por HPLC de extractos microalgales (0.1gr
de pellet), usando n-butanol y metanol como solventes, se registra mayor presencia
de compuestos extracelulares con metanol. Se usaron extractos microalgales con n-
butanol y metanol (0.1 y 0.5gr de pellet) para el test de sensibilidad, registrandose
halos de inhibicion mas grandes con metanol (0.5gr de pellet). Se concluye la
efectividad y selectividad de Isochrysis galbana sobre Vibrio furnisii, debido a los
metabolitos secundarios que ésta libera, demostrando su uso como agente potencial

de biocontrol sobre vibriosis.

Palabras clave: Vibrio, Isochrysis galbana, inhibicion, antibacterial, HPLC,
bacteria.



INHIBITORY EFFECT OF THE MICROALGAE Isochrysis galbana
(Haptophyta) ON THE BACTERIA TYPE Vibrio spp.
The inhibitory capacity of Isochrysis galbana was evaluated against Vibrio furnisii
(reported as a pathogen in aquaculture). The microalgac was maintained in
monospecific cultures (by triplicate), in “f2” media at an initial density of
1x10°células/ml, each culture was inoculated with Vibrio furnisii with a density
>1x10* (bacteria is able to grow up in TCBS media, BTCBS). Daily counts of
microalgae culture were done to calculate growth rate. The inhibitory effect was
evaluated trough filtering (1 y 10ml) samples of microalgae-bacteria culture,
immediately after the inoculation, at 48, 96, 168 hours and at the time that
microalgae were at stationary growth phase, trough indirect counts of BTCBS. In
all experiments, highly significant differences in the concentration of Vibrio over
time were found, and undetectable (<0.01BTCBS/ml) concentration were detected
when microalgae culture were at the exponential growth phase. /. galbana showed
high growth and cellular density when it was cultured with V. furnisii (0¢=0.05),
showing the allelopathic property between them. It was done an HPLC analysis
with microalgae extracts (0.1gr pellet), using n-butanol and methanol as solvents; it
was found that methanol extracts more extracellular compounds than n-butanol.
Microalgae extracts with n-butanol and methanol (0.1y0.5gr) were used to make
sensibility tests, metanol (pellet 0.5gr) showed big inhibition halos. We conclude
the effectivity and selectivity of I galbana against V. furnisii, due to the secondary
metabolites of microalgae, showing its capacity to be a potential agent of biocontrol

against vibriosis.

Keywords: Vibrio, Isochrysis galbana, inhibition, antibacterial, HPLC, bacteria.



I1.

INTRODUCCION

A nivel mundial se da una sobreexplotacion de los recursos naturales por la actividad
antropogénica efectuada para suplir un largo rango de necesidades, dentro de ellas la
mas basica e importante la alimentacion. La acuicultura se muestra como un sector
de produccion de alimentos de mas rapido crecimiento en el ambito mundial, se ha
establecido como una fuente de proteina para satisfacer la demanda mundial de
alimentos en relacion a la Seguridad Alimentaria. Paralelamente en relacion a ésta, la
acuicultura se esta transformando en una preocupacion debido a los problemas
relacionados con contaminaciones microbioldgicas y quimicas. Los consumidores
esperan y exigen que el alimento que compran sea seguro y sano (Shrimp 2001,
Chamberlain, Global Aquaculture Alliance). Asi mismo la intensificacion de los
cultivos acuicolas ha llevado a ésta industria a una situacion de riesgo, teniendo en la
actualidad el mayor problema que enfrenta, las enfermedades causadas por varios

agentes biologicos y no biologicos. (FAO, 2009)

Perti no es ajeno a ésta realidad, debido a la gran demanda internacional durante las
dos ultimas décadas, se han intensificado principalmente los cultivos de langostinos
(Litopenaeus vannamei) y concha de abanico (Argopecten purpuratus). La
maricultura, representada basicamente por estas dos especies, alcanza el 73.6 % del
total de la actividad en el pais. (Desenvolvimiento del Comercio Exterior Pesquero,

PromPert, 2013)

En los sistemas acuicolas, el riesgo a contraer enfermedades causadas por agentes
biologicos se incrementa cuando el mecanismo de defensa del organismo en cultivo
se ve suprimido debido a diversas causas, entre las mas importantes, el stress al que
se someten los organismos producto del incremento de la densidad de cultivo,
deterioro de los parametros responsables de la calidad del agua, entre otros. De igual
forma en la mayoria de estos sistemas, el riesgo de contaminacion y transmision de
patogenos se da basicamente por tres medios: i) los alimentos, ii) suministro de agua,
y iii) los reproductores (Lizarraga et al., 1997; Lopez-T et al., 2001) y en algunos
casos el uso de post-larvas silvestres (Shrimp 2001, Chamberlain, Global
Aquaculture Alliance). La interaccion de estos factores conlleva a la disminucion de
la capacidad inmunoloégica de los organismos, llevandolos a una condicién de mayor

vulnerabilidad frente a agentes bioldgicos patogénicos.
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La mayor causa de mortalidad y pérdidas econémicas por enfermedades en la
acuicultura, se debe basicamente a las vibriosis; diversos estudios han reportado la
incidencia de éstos en muchas o casi todas las especies de importancia comercial,
debido a que se encuentran en la configuracion acuicola a nivel mundial (Gil et al.,
2007). Las especies de Vibrio varian considerablemente en patogenicidad, esto es
relevante debido a que ocasionan numerosos episodios patologicos, casos de
mortalidad y grandes pérdidas econdmicas y alteraciones sociales en la poblacion
dedicada a industrias productivas, extractivas y procesadoras de productos del mar

(Hernandez et al., 2005).

De igual forma, un ntimero significante de especies de éste género, representan un
riesgo para la salud humana, por causar algun tipo de septicemia, gastroenteritis e
incluso llegar a convertirse en pandemias, siendo las especies mas estudiadas y
notificadas Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae y Vibrio vulnificus (DePaola et
al., 2004; Gil et al., 2007; Rippey et al., 1994; Rosenberg et al., 2002). Otras
especies dentro del género, como el V. alginolyticus, V. fluvialis, V. furnisii, V.
metschnikovii, V. mimicus y V. hollisae son patdgenos humanos ocasionales, pueden
presentar genes de virulencia y causar enfermedades diarreicas tan graves como el
colera (DePaola et al.., 2004; Ibarra et al., 1999; Hlady et al., 1996; Rippey et al.,
1994; Blake et al., 1980). La severidad de la vibriosis dependera de la especie en
cuestion y de las especies que hayan causado la enfermedad. Las especies
anteriormente mencionadas también se encuentran involucradas dentro de las
bacteriosis en acuicultura, principalmente en cultivos de moluscos y peces,
adicionalmente Vibrio splendidus y Vibrio harveyi se reportan como causantes de
altas mortalidades en ovas y larvas de pectinidos, y estan presentes en diferentes
relaciones en el ecosistema marino (Le-Roux et al., 2004). Pujalte et al. (1999),
reportan que V. splendidus, V. alginolyticus, V. harveyi o cualquier combinacion de
estas, son predominantemente asociadas a los bivalvos de diferentes locaciones

geograficas.

Las amplias relaciones ecoldgicas y la capacidad para hacer frente a los cambios
climaticos globales, principalmente por el incremento de la temperatura, pueden ser
un reflejo de la alta plasticidad del genoma de los vibrios, recientemente se han
puesto en relevancia el alto poder patogénico de estos. El incremento de la

temperatura es un factor fundamental para entender la dinamica poblacional de los
10



vibrios, ya que aumentos estacionales de temperatura del agua de mar, inducen de
forma directa la proliferacion de estos organismos en el medio, consecuentemente el
fenomeno El Niflo, por sus caracteristicas, representa un punto de riesgo en la
propagacion de vibrios patégenos o no (Gil et al., 2007; Colwell et al., 1998; Colwell
etal., 1996).

Para mitigar y controlar a estas bacterias, en acuicultura se emplea principalmente
antibioticos y alimentos medicados, representando éstos un factor de riesgo ya que se
realiza indirectamente una seleccion de genes de resistencia de las bacterias a los
quimicos utilizados (Avendaio et al., 2001; Avendaio et al., 1999). Asi mismo, se
convierten en un problema de tipo ambiental, por la lenta degradacion de estos
compuestos en las aguas naturales que reciben este tipo de efluentes (Boyd vy

Massaut, 1999).

Otras estrategias han sido estudiadas y algunas aplicadas, como por ejemplo la
fijacion de probioticos en el tracto digestivo y géonadas de pectinidos (Avendafio et
al., 2001; Avendano et al., 1999), la interrupcion del Quérum Sensing de las
bacterias (Defoirdt et al., 2004; Defoirdt et al., 2006). Las estrategias anteriormente
mencionadas tienen un gran potencial dentro del control de patologias, sin embargo

no ofrecen una opcion que mitigue los dafios por si sola. (Molina-Cardenas, 2011).

Dentro de las nuevas estrategias a investigar, se encuentra el estudio y utilizacion de
la capacidad antagoénica de ciertos organismos, que mediante la liberacion de
productos secundarios, tendrian la capacidad de inhibir el desarrollo de otros
organismos patogenos, mecanismo de alelopatia, (Molisch, 1937). Las algas han sido
estudiadas por sus actividades biologicas, se hallaron componentes antibacteriales en
todas las clases algales, y tienen la principal propiedad de ser utilizados como

moléculas terapéuticas.

Estos hallazgos son de gran importancia dentro de la acuicultura, porque una fuente
importante de alimento, principalmente en estadios tempranos de los organismos
cultivados, son las microalgas. La importancia de la Isochrysis galbana como
recurso, no sélo se encierra dentro del marco de los alimentos en acuicultura,
también refleja el inmenso potencial de obtencion de subproductos para el consumo
humano por el alto contenido de los acidos grasos poliinsaturados que vuelven a este
recurso atractivo, estan documentados los beneficios de éstos en la salud humana
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(USDA, 1993; Lopez et al., 1996; Liu y Lin, 2001; Lin et al., 2007; Lu et al., 2007;
McEwen et al., 2010).

Por otro lado, esta microalga posee alta actividad antibacterial principalmente sobre
especies del género Vibrio (Kokou et al., 2012; Molina-Cardenas, 2011; Salvesen et
al., 2000), revelando su capacidad antagonica. También actGan como
biosintetizadores de nanoestructuras, las mismas que ensayadas contra bacterias
patégenas de humanos, demuestran poseer propiedades antimicrobianas, como lo

demostré Merin et al., (2010).

Como previamente se ha descrito, ésta microalga, puede ser utilizada, como agente
de biocontrol de enfermedades en un sistema acuicola, lo que contribuird al
desarrollo de una acuicultura con menor impacto ambiental al disminuir el uso de
quimicos y alimentos medicados, reduccion de los costos econdomicos de la
produccion y aumento en la rentabilidad de la industria.

En el presente trabajo de investigacion, /. galbana aislada en Ilo, se muestra como
especie potencialmente productora de metabolitos secundarios con actividad
antibacterial. Se evalud la capacidad inhibitoria de la I. galbana (cepa IMP-BG
010) sobre Vibrio furnisii, patogeno de importancia acuicola y en la salud humana,
asi mismo se compar¢ la densidad celular y la tasa de crecimiento de la microalga en

cultivo axénico y en cultivo mixto (microalga-Vibrio spp.)
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IV. REVISION DE LITERATURA

Isochrysis galbana
Isochrysis galbana es una microalga, capaz de producir elevadas cantidades de

acidos grasos poliinsaturados (PUFA), atractivos por su importancia en la acuicultura
y por su relacion con la salud humana, especialmente el acido eicosapentacnoico
(EPA) y el 4acido docosahexaenoico (DHA) ( Kaplan, 1986; Lopez et al., 1996; Liu y
Lin, 2001).

Dentro de la acuicultura se sabe que los PUFA son componentes esenciales en la
nutricion de moluscos bivalvos, crustaceos y peces, habiéndose demostrado que el
desarrollo adecuado y la capacidad de supervivencia de los moluscos bivalvos y de
las fases tempranas de los peces depende de una dieta rica en EPA y en DHA
(Kaplan et al., 1986; Lopez et al., 1996; Albentosa et al., 1996; Liu y Lin , 2001;
Lin et al.,, 2007; Carvajal (s.f.)). Asi mismo, mediante el suministro de dietas
enriquecidas con /. galbana se ha logrado un mayor retorno de semillas y tamafio de
las mismas en cultivos de moluscos, Argopecten purpuratus (Carvajal et al., (s.f.)).
En relacion a su importancia para la salud humana, se ha demostrado su relacion con
la prevencion y el tratamiento de arterioesclerosis, trombosis, artritis, diabetes y
algunos tipos de cancer (USDA, 1993; Lopez et al., 1996; Liu y Lin, 2001; Lin et
al.,2007; McEwen et al., 2010), también posee propiedades anti-tumorales (Lu et
al., 2007).

Esta cepa microalgal crece adecuadamente a una temperatura de 18°C a 25°C, en un
pH de 7 a 9,5, preferentemente a un pH de 7,65 a 8,00 (Albentosa et al., 1996; Austin
etal., 1999).

La microalga también se muestra prominente para su utilizaciéon como vector, en la
fijacion de bacterias probidticas, que tienen la habilidad de producir sustancias
inhibitorias (BPI por sus siglas en ingles), en el tracto digestivo y goénadas de las
larvas y reproductores de moluscos, como por ejemplo Argopecten purpuratus
(Avendano et al., 1999, 2001 ) y actuar como microorganismos antagonicos a los
posibles patogenos que se puedan introducir y establecerse dentro de la larva y de
esta manera disminuiria la tasa de mortalidad de la especie en cultivo. Este efecto se
hace posible debido a que usualmente se utilizan microalgas para la alimentacion de
las larvas de moluscos, convirtiéndose éstas en vectores de transmision de

organismos patogenos (Subrash ez al., 2004) o benéficos; por otro lado, existe un
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grupo de BPI que pueden crecer en los productos extracelulares que libera la 1.
galbana, asi como el crecimiento de la microalga no se ve afectado
significativamente al realizarse el cultivo mixto (microalga-BPI). (Avendafio et al.,

1999).

Dentro del creciente e imparable campo de la nanotecnologia, la obtencion de
nanoparticulas de alto beneficio en diversos ambitos, implica la utilizacion de
materiales toxicos, por lo complejo de sus procedimientos, es por ello que es
creciente la demanda de nuevas tecnologias y medios que permitan la obtencion de
nanoparticulas ambientalmente amigables, o la denominada “Green nanotecnolgy”,
las investigaciones muestran la capacidad de los microorganismos como bacterias,
levaduras, hongos, extractos de plantas y hasta microalgas como biosintetizadores de
nanoparticulas de gran importancia que juegan un rol importante dentro de la
remediacion de metales toxicos mediante la reduccion de iones metalicos. Es en este
contexto, que la 1. galbana junto a otras microalgas fueron utilizadas para sintetizar
nanoestructuras de metales nobles como la plata (Ag), las nanoparticulas de plata
sintetizadas por la [I. galbana se mostraron eficientes al ser probadas contra
patéogenos humanos como E. coli, Klebsiellasps., P. vulgaris, P. aeruginosa,

demostrando su capacidad antibacterial (Merin et al., 2010).

En un estudio de algas planctonicas marinas para la actividad antibacteriana (Duff,
Bruce y Antia, 1966) se reveld un amplio rango de actividad en muchas especies de
algas, dentro de las cuales la Skeletonema costatum y la 1. galbana, mostraron ser las
mas promisorias para investigaciones futuras. Es asi que en otro estudio efectuado
por Duff et al. en 1967, se revela que la investigacion sobre 1. galbana se centra en la
caracterizacion de los productos responsables de la actividad antibacterial, la cual se
atribuye tentativamente al efecto de dos componentes activos derivados de la
chlorofila a y la feofitina a. Asi mismo, Salvesen et al., 2000, revelaron que en el
analisis de carga bacteriana de un cultivo que incluia la I galbana, no se halld o
hubieron bajos niveles de Vibrio spp., demostrandose asi el efecto antibacterial que
tiene la I. galbana especialmente sobre bacterias del género Vibrio. De igual forma
Molina-Cérdenas, C. A. (2011), demostr6 la actividad antibacterial de diferentes
especies de microalgas sobre bacterias del género Vibrio, concluyendo que la
Isochrysis galbana era la que presentaba la mayor actividad antibacterial sobre las

bacterias en mencion, Vibrio alginolyticus fue la especie que presentd la mayor
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susceptibilidad a la inhibicion, mientras que la especie mas resistente a la inhibicion
fue Vibrio harveyi; asi mismo demostrd que los cultivos de las especies de
microalgas soportaron altas densidades de bacterias heterotroficas, indicando un
efecto selectivo de los compuestos antibacterianos sobre especies del género Vibrio.
Molina-Cardenas, C. A. (2011) recomienda llevar a cabo la identificacion y
caracterizacion del compuesto que posee actividad antibacteriana, realizar estudios
que permitan elucidar el mecanismo de accion y toxicidad del compuesto de interés,
aumentar la cantidad de especies de bacterias a utilizar en los ensayos para conocer
el espectro de inhibicion del compuesto producido, entre otros; Kokou et al. (2012)
refuerzan los hallazgos de Molina-Céardenas, demostrando la selectividad de los

compuestos antibacteriales de la /. g. hacia el género Vibrio.

La Isochrysis galbana no so6lo libera sustancias antibacteriales, a su vez éstas se
convierten en sustancias antialgales, principalmente cuando la microalga alcanza la
fase exponencial y estacionaria de su crecimiento, este efecto de inhibicion
tentativamente se le atribuye a la presencia de los acidos oleico y estearico y a la
combinacion de ambos, presentes en los productos extracelulares de la microalga.
(Proceedings of 2010 3rd International Conference on Future BioMedical

Information Engineering)

Vibrio spp.
Los vibrios, son un grupo de bacterias con multiples interacciones con los demas

componentes del ecosistema marino. Varias especies pertenecientes al género Vibrio
son indispensables para la supervivencia y subsistencia de numerosos organismos
marinos (DeLoney-Marino et al, 2003; Nyholm et al, 2000; Nyholm, and McFall-
Ngai, 2003), mientras que otros son patoégenos (Leyton y Riquelme, 2008).

Los miembros del género Vibrio (Cepas vibrionaceae), se definen como bacterias
Gram-negativas, que pertenecen a la Gammaproteobacteria, aspordgenos con
flagelos que son rectos o a veces tienen un solo flagelo curvo y rigido (DePaola y
Kaysner, 2004). Tienen maxima movilidad; la mayoria tiene un solo flagelo polar,
cuando crecen en un medio liquido. Son mesoéfilos y quimioorganotroficos, tienen un
metabolismo de fermentacion facultativa, y se encuentran en habitats acuaticos
(Glenn Morris, 2003) y en asociacion con los eucariotas. Por lo general son capaces

de crecer en agar marino y en el medio selectivo Tiosulfato-Citrato-Sales de Bilis-
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Sucrosa (TCBS), generalmente requieren de sal (NaCl) para su crecimiento y la

mayoria son oxidasa positivos (Thompson et al., 2004; Lopez-T. y Lizarraga, 2001).

Los vibrios son altamente abundantes en ambientes marinos, incluyendo estuarios,
aguas costeras marinas y sedimentos, y en la configuracion de la acuicultura
alrededor del mundo (Gil et al., 2007). Muchos estudios han demostrado que los
vibrios aparecen en altas densidades particularmente en organismo marinos, corales
(Rosenberg y Ben-Haim, 2002), peces (Arias, Garay y Aznar, 1995; Grisez et al.,
1997; Ringo y Birkbeck, 1999; Huys et al., 2001), moluscos (Sawabe et al., 2003),
pasto marino, esponjas, como los langostinos (Gomez-Gil et al, 1998 ) y

zooplancton (Lopez-T y Lizarraga, 2001; Thompson et al., 2004).

1
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Figura 1: Representacion grafica de las interacciones de vibrios en diferentes
compartimentos del ecosistema costero. FUENTE: Leyton, Y.; Riquelme, C., 2008.
Vibrios en los sistemas marinos costeros. Revista de Biologia Marina y Oceanografia
43(3): 441-456

Las amplias relaciones ecologicas y la capacidad para hacer frente a los cambios
climaticos globales, pueden ser un reflejo de la alta plasticidad del genoma de los
vibrios. Recientemente, una serie de informes han puesto de relieve el potencial
patogénico de los vibrios hacia los seres humanos y animales marinos (por ejemplo,
corales, gorgonias y langostinos), que puede ir acompaiiado del aumento de la
temperatura del agua del mar debido al calentamiento global (Thompson et al.,
2004; Balakrish et al., 2007). La temperatura es un factor fundamental para
entender la dinamica poblacional de los vibrios, ya que aumentos estacionales de

temperatura del agua de mar, inducen de forma directa la proliferacion de estos
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organismos en el medio, alcanzando generalmente mayores densidades en las
épocas de mayor temperatura, siempre y cuando los niveles de salinidad en esas
épocas sean los 6ptimos para su expansion demografica (Beaz-Hidalgo et al., 2010;
Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011). Entonces, como Colwell (1996) bien expresa, el
fenomeno del Nifio por sus caracteristicas, como el incremento de la temperatura
del agua del mar, representa un punto de riesgo en la propagacion de los vibrios
patogenos o no (Colwell, 1996; Colwell y Patz,, 1998); También, Gil et al. (2007)
sostienen que la presencia del fenomeno de El Nifio, y los cambios climaticos que
ocasiona en el medio marino, favorecen la aparicion de los brotes epidémicos por
V. parahaemolyticus., siendo necesaria la implementacion de un sistema de
vigilancia para V. p. y que se le considere como uno de los agentes etiologicos

causantes de gastroenteritis grave en el Pert. (Gil et al., 2007).

Los vibrios representan una proporcion significativa de las infecciones humanas y
gastroenteritis por el consumo de mariscos (productos pesqueros) crudos o con
coccion deficiente; tres especies del género Vibrio, V. cholerae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (Glenn Morris, 2003; Balakrish et al., 2007), han
sido bien documentados como patdégenos humanos. Las infecciones causadas por
estos patogenos, V. cholerae, V. parahaemolyticus, tienen una creciente
importancia en salud publica debido a que han sufrido un imparable incremento en
su incidencia a nivel mundial durante las ultimas décadas (Aliaga et al., 2010).
Ambas especies son consideradas emergentes y presentan una distribucion mundial
(DePaola y Kaysner, 2004).Otras especies dentro del género como el V.
alginolyticus, V. fluvialis, V. furnisii, V. metschnikovii, V. mimicus y V. hollisae son
patégenos humanos ocasionales, pueden presentar genes de virulencia y causar
enfermedades diarreicas tan graves como el colera. (Blake et al., 1980; Rippey,

1994; Hlady y Klontz., 1996; Ibarra et al., 1999; DePaola y Kaysner., 2004).

Solamente una minoria de especies del género Vibrio son realmente patdégenos, y se
refuerza la idea de que las otras especies del género son oportunistas (Glenn
Morris., 2003), especialmente si las condiciones ambientales disparan la
multiplicacion de las bacterias que son toleradas en bajos niveles y cuando los
sistemas de defensa natural del huésped se encuentran suprimidos (Venkateswara,

2009).
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Dentro de la acuicultura, V. anguillarum, V. salmonicida, y V. vulnificus son
bacterias patogenas de muchas especies de peces (Austin, B. y Austin, D. A., 1999)
y el V. harveyi es el mayor patéogeno de los langostinos, como por ejemplo
Litopenaeus vannamei y Penaeusmonodon (Austin et al., 2003). La mortalidad
causada por vibrios es muy comun en cultivos de peces y moluscos, especialmente
en las primeras etapas, se puede dar de manera repentina y ocasionar la muerte de la
poblacion entera (Borrego et al., 1996); convirtiéndose las bacteriosis en la mayor
fuente de pérdidas econoémicas (Vandenberghe et al., 1999). Estas patologias han
sido reportadas desde 1960, pero no es sino hasta esta Gltima década que se ha
reportado una gran mortalidad debido a estos microorganismos (Beaz-Hidalgo et

al., 2010).

Tamayo et al., (s.f.) manifiesta que la vibriosis es una enfermedad presente en todos
los crustaceos marinos, los langostinos son los mas susceptibles. Las epizootias
ocurren en todos los estadios de vida. Las mayores epizootias de vibriosis han sido
reportadas para Penaeus Monodon en la region Indo-Pacifico, Penaeus Japonicus
de Japon, y Penaeus Vannamei de Ecuador, Per, Colombia y América Central,
¢ésta se expresa en diferentes sindromes, estos incluyen: vibriosis oral y entérica,
vibriosis de los apéndices y cuticular, vibriosis localizadas en las heridas,
enfermedad de la concha, vibriosis sistémica y hepatopancreatitis séptica. Los
langostinos que la sufren pueden presentar lesiones localizadas en la cuticula de
coloraciones marrones o negras, también aparecen en los apéndices y branquias,
ocasiona perdida de miembros, musculatura blanda, infeccion localizada en el

intestino o hepatopancreas y/o septicemia general.

El modo de infeccion en los peces se da en tres basicos pasos (Gomez-Gil et al.,
1998): i. la bacteria penetra al tejido del hospedero con la motilidad quimiotactica,
ii. Dentro del tejido del hospedero, la bacteria despliega sistemas de secuestro de
hierro, que extraen el hierro del hospedero, iii. La bacteria eventualmente dafia al
pez por medio de los productos extracelulares como por ejm. Hemolisinas y

proteasas.

Los sintomas internos de la enfermedad en el pez causada por especies de vibrios
incluyen la necrosis intestinal, anemia, fluido ascitico, hemorragias petequiales en

el tejido muscular, liquido en la vejiga natatoria, hemorragia o exudado
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sanguinolento en el peritoneo, intestino inflamado, hemorragia en o sobre los
organos internos, higado palido moteado (Gomez-Gil et al., 1998). Los sintomas
externos incluyen movimiento lento, erratico o en espiral, letargia, pigmentacion
oscura, dafios en el ojo como la exoftalmia, hemorragia en la boca, deterioro de las
branquias, o piel, putrefaccion de la aleta, hemorragia en la base de las aletas,
abdomen distendido, hemorragia en la superficie de los musculos, ulceras y

hemorragia alrededor del ano. (Thompson et al., 2004).

Dentro de los cultivos en acuicultura los vectores de transmision de bacterias
patdgenas y enfermedades, estd constituido basicamente por tres elementos, el
agua, los alimentos y los reproductores (Lizarraga, 1997). En ese sentido como
expresa Salvesen et al. (2000) “la alimentacidon con microalgas representa una
repetitiva y sustancial fuente de inoculacion bacterial en la larvicultura marina,
entonces esto podria tener un impacto significante, cuantitativo y cualitativo, en la

microflora del agua y de las larvas”.

En los sistemas de cultivo de langostinos se han reportado al menos 14 especies de
Vibrio, las cuales son: Vibrio harveyi, V. splendidus, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus, V. campbelli, V. fischeri, V. damsella,
V. pelagicus, V. orientalis, V. ordalii, V. mediterrani, V. logei, etc. (Balakrish et al.,
2005; Venkateswara.. 2009), adicionalmente sefala la presencia de V. mimicus
como agentes constituyentes de la microflora de langostinos cultivados en
arrozales. De todos los mencionados, Vibrio alginolyticus esta predominantemente
presente en todas las etapas larvales y esta asociado con saludables nauplios y en
los estados de zoea de los penaideos (Vandenberghe et al.. 1999). Similarmente
Sainz et al., (1998) dentro de un estudio que realizaron, citan que una de las
principales causas de muerte en larvas de moluscos, es la presencia de V.
alginolyticus, reportandose una dosis infectiva igual o superior a 5.0x10°UFC ml™.
Pujalte et al, (1999) en un estudio sobre la diversidad de especies de Vibrio
encontraron que las especies predominantemente asociadas a los bivalvos de
diferentes locaciones geograficas son V. splendidus, V. alginolyticus, V. harveyi o
cualquier combinacion de estas especies, reafirmando este hallazgo Arias et al.,
(1999) encontraron que V. splendidus y V. harveyi son las especies que mas
prevalecen en bivalvos silvestres, Montilla et al. (1995) también reconocen la

prevalencia de V. splendidus, pero también reportan altas proporciones de cepas de
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V. tubiashii como lo hizo Castro et al., (2002) quien también reconocié V. harveyi

como una especie abundante. (Beaz-Hidalgo, 2010).

Vibrio splendidus esta cominmente distribuido en los ecosistemas marinos, muchas
cepas han sido relacionadas con la mortalidad en ovas o larvas de pectinidos
(Nicolas et al., 1996), turbot Scophthalmus maximus (Gatesoupe et al., 1999), yla
ostra Crassostrea gigas (Sugumar et al., 1998; Lacoste et al., 2001; Waechter et

al., 2002). (Le-Roux et al., 2004).

Los métodos que se emplean para controlar a estas bacterias en los sistemas de
produccion acuicola son numerosos, dentro de ellos tenemos el uso de probidticos,
antibioticos (Gibson et al., 1998), principalmente mediante su aplicacion en los
alimentos, lo cual supone una medida de solucidon a corto plazo, sin embargo los
efectos a futuro pueden llegar a ser catastroficos pues progresivamente se va
seleccionando genes de resistencia de los patdogenos, el uso de los antibioticos
puede traer efectos ecoldgicos adversos, ya que pueden desarrollarse poblaciones
bacterianas resistentes, o transmitir la resistencia a los patégenos humanos (Lai et
al., 2009), su uso es cada dia mas limitado en el ambito mundial, debido a la
capacidad que poseen las bacterias de desarrollar una multiple resistencia a estas
substancias (Riquelme et al., 1994; Riquelme et al, 1996; Skjermo y Vadstein,
1999) y a la lenta degradacion de estos compuestos, los cuales causan graves
perturbaciones medio ambientales en las aguas naturales que reciben este tipo
efluentes (Boyd y Massaut, 1999). Una medida alternativa a estos compuestos
antibacterianos es el control biologico (Avendafio y Riquelme, 1999; Avendaio et

al., 2001).

En las ultimas décadas se ha descubierto que las bacterias son capaces de
comunicarse entre si y que éstas viven en comunidades, donde la conducta
individual esta coordinada por la comunicacion célula-célula por medio de
pequetias sefiales moleculares denominadas Quérum sensing (QS). Las bacterias
usan el QS para supervisar su densidad poblacional, sincronizar su comportamiento
y actuar reciprocamente (Van et al., 2007); esto permite que las bacterias
sincronicen el comportamiento de grupo como unidades multicelulares (Lenz y
Bassler, 2007), para interactuar con el medio ambiente y organismos superiores

(Bjarnsholt y Givshov, 2007). Tedricamente, podria ser que el aumento de la
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densidad de moléculas sefiales se deba a la limitacion por espacio alrededor de la
célula o por alteracion de la difusion de moléculas autoinductoras que puede

aumentar el numero celular como lo han discutido Redfield ez al., (2002).

Hoy en dia para controlar las enfermedades bacterianas en acuicultura se usan
antibioticos (Cabello, 2006), al respecto, se ha sugerido la interrupcion del QS
como una estrategia antibacteriana (Defoirdt et al., 2004); Sin embargo, los datos
sobre el impacto del QS que detecta la virulencia de patdégenos acuaticos son
escasos (Defoirdt et al., 2005). Estudios realizados por Defoirdt et al., (2005)
indican que la interrupcion del QS podria ser una buena estrategia para combatir
infecciones por Vibrio harveyi en el cultivo de Artemia franciscana. Otros estudios
han demostrado que, Aliivibrio fischeri y Vibrio logei se encuentran en asociacion
simbidtica con el calamar Sepiolla spp. y pueden detectar su densidad celular por
medio de sefiales moleculares o feromonas (ejemplo Nacilhomoserinalactonas) de
tal modo regular la bioluminiscencia (Wolfe et al., 2004). Igualmente, se ha
documentado la capacidad de monitorear la densidad celular y regular la expresion
de genes de virulencia por medio del QS para los patégeno V. anguillarum
(Miltonet et al., 1997), V. cholerae (Zhu y Mekalanos, 2003), V. harveyi (Lilley y
Bassler, 2000), V. parahaemolyticus (Henke y Bassler, 2004) y V. vulnificus
(McDougald et al., 2000).

Naviner et al. (1999), sefiala que el descubrimiento de nuevas moléculas
terapéuticas se esta volviendo crecientemente importante tanto como las bacterias
se vuelven resistentes a los antibioticos usuales. Tradicionalmente utilizadas en
medicinas asiaticas, las algas, desde la segunda mitad del siglo XX, han sido
estudiadas por sus actividades bioldgicas. Es asi que se hallaron componentes
antibacteriales en todas las clases algales, sin embargo la mayoria de estas acciones
antibacteriales se han probado so6lo contra patégenos humanos y las moléculas

activas fueron pocas veces purificadas.

De igual forma existen estudios mixtos, donde se puede apreciar la utilizacion de
control bioldégico mediante la utilizacion de bacterias probidticas y el uso de

fitoplancton como una técnica mas efectiva de biocontrol (Sharifah y Eguchi

(s.£)).
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De esta forma se puede observar el inmenso potencial que representan las
microalgas marinas por la utilizaciéon de sus metabolitos secundarios, los mismos
que tienen propiedades antibacteriales, reconociendo en ellas su capacidad
antagonica frente a los organismos patégenos, enmarcandonos netamente dentro del

concepto de control bioldgico o biocontrol.

Molina-Cardenas (2011), expresa: “debido a que el efecto antibidtico de una
especie en particular no es el mismo en todas las especies de bacterias patdogenas, y
aunado al reciente interés y poco conocimiento en ésta area, es necesario hacer
investigaciones que ayuden a identificar mas especies y mas compuestos que
podran brindar una solucion a las bacteriosis causadas por Vibrio spp. en

organismos de interés en la acuicultura”.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Caracteristicas de la cepa de Isochrysis galbana
Los cultivos de I galbana con los que se desarrolld la investigacion fueron

tomados a partir de una cepa axénica (microalga libre de otro microorganismo), de
Isochrysis galbana, IMP-BG 010, aislada en Ilo (2009), del Banco de Germoplasma
de Organismos Acuaticos del Area de Biotecnologia Acuatica, perteneciente al

Instituto del Mar del Pera (IMARPE).

V.2 Cultivo de Isochrysis galbana
V.2.1. Mantenimiento del cultivo de la microalga

Se realizaron cultivos axénicos y sin aireacion. Para la preparacion del medio de
cultivo se utilizé agua de mar filtrada, sedimentada, se esterilizé a 121°C durante 20
minutos.

Para el cultivo se utilizd6 un matraz Erlenmeyer de 125ml, el mismo que contenia
100ml de agua de mar estéril con medio “f2” (Guillard y Ryther, 1962). Se realizo
un mantenimiento semanal, que consistié en inocular con un volumen de cultivo del
10% del cultivo inicial, y se transfirio a un nuevo medio, el cual fue exactamente
igual al cultivo de inicio. El cultivo se mantuvo a una temperatura de 26°C y con
irradiansa continua de luz blanca fria.

En el Anexo 1 se muestra el flujo del mantenimiento del cultivo de la microalga

Isochrysis galbana.

V.2.2. Evaluacion de la tasa de crecimiento.
Con el fin de evaluar la tasa de crecimiento de la microalga en cultivo axénico, se
efectuaron cultivos de la microalga por triplicado en matraces Erlenmeyer de 500
ml. Se utilizd medio “f2”, a una temperatura de 26°C y se les suministro
iluminacion continua.
Para medir el crecimiento se utilizéo un hematocitoémetro de 0.1 mm de profundidad
y un microscopio compuesto (Nikon 550), con el fin de efectuar conteos celulares
diariamente. Para evaluar la tasa de crecimiento se utilizo la ecuacion descrita por
Fogg y Thake (1978).
Tasa de crecimiento = (log, N2 — log, N1)/(T2—-T1)
N: Numero de células

T: Tiempo (Dias)
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Se evalu¢ la tasa de crecimiento de la microalga en cultivo axénico, para observar
si se mantiene la misma tasa de crecimiento o cambia cuando se efectie el cultivo
mixto (microalga — Vibrio spp.)
V.2.2.1. Conteo celular con hematocitometro
- Preparacion de la muestra:
Se prepararon muestras con una concentracion apta para su recuento,
aplicando las diluciones correspondientes de ser necesario.
- Introduccion de la muestra en la camara de Neubauer:
Se tomo 10 uL de la mezcla preparada con la micropipeta.
- Recuento de células
Si las células tocaron el limite superior o el limite izquierdo del cuadro, se
contabilizaron, pero no se contabilizaron si tocaron el limite inferior o el

limite derecho. (Fig. 2)
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Figura 2: Conteo de un cuadro grande de camara de Neubauer.
FUENTE: Bastidas, O.. (s.f.).Technical Note, Neubauer Chamber
Cell Counting. Celeromics

En caso de que la concentracion celular haya sido muy alta, se utilizé el

orden de conteo en forma de zig-zag, como el descrito en la Fig. 3.

Figura 3: Recuento con alta concentracion celular. FUENTE:
Bastidas, O.. (s.f.).Technical Note, Neubauer Chamber Cell
Counting. Celeromics
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- Calculo de la concentracion:

nuamero de células x 10 000

Concentracion = — —
namero de cuadros X dilucion

Ejemplo:
Para una diluciéon de 1 : 10. Dilucién = 0,1
Para una dilucion de 1 : 100, Dilucion = 0,01
En el Anexo 2 se encuentra el flujograma de la evaluacion de la tasa de crecimiento

de la microalga /. galbana.

V.3 Caracteristicas de las cepas de bacterias utilizadas. Mantenimiento
Las bacterias para el experimento, Vibrio alginolyticus, V. furnisii, V. splendidus, y

V. parahaemolyticus, pertenecen a la coleccion CICESE, estas proceden de
colecciones de referencia principalmente de la ATCC (AmericanType Culture
Collection), mismas que se encuentran en el Laboratorio de Ecologia Molecular del
Departamento de Biotecnologia Marina del Centro de Investigacion Cientifica y de

Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Baja California, México.

V.3.1. Cultivo de Vibrio spp.
Cada especie de bacteria se obtuvo a partir del cultivo de una colonia proveniente
de un vial de vidrio que contiene 10 ml de medio Zobell (DIFCO). Se tom6 una
colonia del vial y se resembrd en una placa Petri que contenia 20 ml de medio
zobell, y se llevo a incubar de 24 horas a 26°C.

En el Anexo 3 se halla el flujo de cultivo de Vibrio spp.

V.3.2. Evaluacion del Crecimiento de Vibrio spp.
Para poder evaluar el crecimiento de la poblacién bacteriana en condiciones
normales en el medio f2 (sin intervencion de la microalga y sus metabolitos
respectivos), se inoculd la bacteria (Concentracion inicial 10 UFC/ml) en tres
matraces Erlenmeyer que contuvieron 200 ml de medio f2. Se efectuaron conteos
diarios (conteo indirecto en placas), hasta que la poblacion bacteriana alcanzé el
tiempo paralelo a la fase estacionaria de la microalga. (Para efectos de comparacion
con el cultivo mixto), mediante filtrados de 1 y 10ml en medio TCBS, se incub¢ a

28°C durante 24 horas.
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Los cultivos se mantuvieron a 26°C e irradiancia continua de luz blanca fria. En el

Anexo 4 se halla descrito el flujo de Evaluacion del crecimiento de Vibrio spp.

V.3.3. Preparacion del inoculo de bacterias

Antes de dar inicio al experimento, se prepar6 tubos de cultivo con 9ml de suero
fisioldgico, el cual se elabord disolviendo 9g de NaCl en 1 litro de agua destilada.
Se distribuy6 la solucion en los tubos de cultivo y se esterilizé por 20 min a 120°C
y a 1.05 Kg/m2 de presion. Después de esterilizarlos, se dejaron enfriar y se
almacenaron para su posterior utilizacion.

De un tubo de cultivo con suero fisiologico estéril, se tomo6 2ml y se vertio en la
placa Petri sembrada densamente de la bacteria (Vibrio spp.). Se raspd
cuidadosamente las colonias de bacterias formadas, sin extraer el agar, a modo de
realizar un lavado, terminado el proceso, se retird el liquido formado de apariencia
lechosa y se regresd al tubo de cultivo. Se procedio a agitar vigorosamente la
mezcla y se dejo reposar por 30 minutos, asi se facilito que los agregados de
bacteria se disuelvan. Seguidamente se tomod otro tubo de cultivo con suero
fisiolégico estéril y se adicionaron gotas del tubo de cultivo preparado
anteriormente, en promedio 2 gotas, para alcanzar un densidad Optica de 0.05
medido a 600nm, lo que en promedio equivaldra a una concentracion de 1x10°
UFC/ml (Anguiano-Beltran, 1996)

En el Anexo 4 se describe el flujo de la preparacion del indculo de bacterias.

V.3.4. Ensayo de inhibicion del crecimiento de Vibrio spp.

Con el fin de evaluar la inhibicioén de la microalga I. galbana sobre Vibrio spp., se
efectuaron cultivos por triplicado en matraces Erlenmeyer con 200 ml de medio
“f2”. A cada matraz se afiadié 1 ml del tubo de cultivo cuya preparacion se indicd
anteriormente (V.3.3), finalmente se obtuvo una concentracién de 10° UFC/ml
aproximadamente. El nimero de células a sembrar de la microalga, se calculd a
partir del cultivo madre para obtener una concentracion de 100,000 células/ml en
cada matraz. Se iluminaron los cultivos de microalga-bacteria (cultivo mixto) con
lamparas fluorescentes a una irradiansa continua y a una temperatura de 26°C.

El flujo del ensayo de inhibicion del crecimiento de Vibrio spp. se halla en el

Anexo 6.
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V.3.5. Conteos de bacterias

Para conocer la cantidad de bacterias que crecen en medio Tiosulfato Citrato Bilis
Sucrosa (BTCBS) (Medio TCBS, Difco), presentes en los cultivos mixtos
(microalga-Vibrio spp.), se efectuaron conteos indirectos en placa. Se filtraron 1 y
10 ml de cada cultivo de microalga, de manera individual. Los filtrados de 10ml se
efectuaron para comprobar la ausencia de BTCBS a mayor concentracion. Para
efectuar los filtrados, se utilizaron filtros estériles de nitrocelulosa de 47mm de
diametro y una luz de malla de 0.22 p (millipore). Los filtros con la muestra
obtenida se colocaron en cajas Petri con medio TCBS, de 6cm de didmetro. Todo
el procedimiento detallado, se repitid a penas se inoculd con la bacteria, también
después de 48, 96, 168 horas post-inoculacion y una vez que el cultivo de microalga
alcanzo la fase estacionaria (Molina-Cardenas, 2011; Kokou et al, 2012). Las
placas con cultivo se incubaron a una temperatura de 26°C durante 24h y se realizod
el conteo de las colonias que crecieron durante el periodo de incubacion, las
mismas que quedaron expresadas en unidades formadoras de colonia presentes en
1ml (UFC/ml).

El flujo del Conteo de bacteria se halla en el Anexo 7.

V.4 Halos de inhibicion (Lazarus y Bhimba, 2008)
V.4.1. Separacion de la microalga:

Se cultivd la microalga (4Lt) durante 15 dias, partiendo de una concentracion
inicial de 10° cels/ml; el dia 15 se centrifugé el cultivo a 3000 rpm durante 10
minutos, se lavo tres veces los pellets de microalga, con agua ultrapurificada y se

centrifug6 a 3000 rpm durante 10 minutos y se desecho el sobrenadante.

V.4.2. Preparacion de los antimicrobianos crudos de la microalga marina:

Cada 0.1gr y 0.5gr de pellet se mezclo con el solvente seleccionado n-butanol y
adicionalmente con metanol, se homogeneizd usando ultrasonido durante dos
minutos, se refrigerd la mezcla a 5°C durante 12 horas, posteriormente se sometio a
ultrasonido por dos minutos para homogeneizar, y se centrifugé a 3000 rpm durante
10 minutos. Se recolectd el sobrenadante para su uso posterior.

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios, responsables de la
inhibicion de V. furnisii, se realiz6 una corrida en HPLC (Cromatografia Liquida

de Alto Rendimiento). Para lo cual se procedi6é de la forma anterior para obtener
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extractos microalgales, con la diferencia de que el pellet de microalga a utilizar fue

de 0.1gr, se usaron los solventes (n-butanol y metanol) como parametros de control.

V.4.3. Ensayo Antibacterial - Test de sensibilidad

Los extractos de la microalga se impregnaron por separado en discos estériles, de
papel filtro (whatmann N°1 de 4mm), se colocaron los discos sobre placas con
medio TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sucrosa, selectivo para vibrios), previamente
inoculadas con cada bacteria; seguidamente se incubd a 28°C por 24h. Se
registraron las zonas de inhibicion, para los patdgenos bacterianos y se expreso en
mm. También se incluyd un control y tres repeticiones por cada especie de Vibrio
ensayado.

En el Anexo 8 se halla el flujograma para los Halos de Inhibicion de Vibrio spp..

V.4.4. Manejo de residuos de cultivos y material infectado, medidas de
seguridad en el laboratorio.
Se tomaron en cuenta los cuidados necesarios para evitar algin tipo de
contaminacion dentro del laboratorio.
El material plastico utilizado (placas Petri, pipetas de 1 y 10ml) y filtros de papel,
utilizados en los ensayos con Vibrio spp., se almacenaron en una bolsa especial
para autoclave y se esterilizaron durante 15 minutos antes de ser desechados.
Los materiales de vidrio (matraces, tubos de cultivo, y sistemas de filtracion), se
esterilizaron después de cada muestreo y una vez concluido el experimento, asi

mismo se lavaron y se volvieron a esterilizar antes de ser utilizados.

V.5 Analisis Estadistico
Para efectuar los analisis estadisticos se tomaron en consideracion las hipdtesis que

fundamentan estas pruebas y que son la normalidad, la homogeneidad de varianzas
y la independencia, asi mismo se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para evaluar el efecto inhibitorio de la microalga sobre el crecimiento de cada
una de las especies de Vibrio. De encontrarse diferencia significativa entre los
tratamientos se procedio a realizar una prueba de Tukey, con la que se establecio

las posibles diferencias entre los tratamientos.
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Adicionalmente se aplicé una prueba de z-Student para verificar el cambio de la
concentracion de bacterias tipo Vibrio al momento de la inoculacion y al tiempo en
el que se presento el 90% de inhibicion de la misma (Molina-Cardenas, 2011).

Los datos de los muestreos efectuados se analizaron con el programa estadistico

IBM SPSS Statistics (Version 22) y se considerd un valor de significancia de 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el proceso de ensayo, de las cuatros especies de bacterias propuestas para la
presente investigacion, Vibrio alginolyticus, V. furnisii, V. splendidus, y V.
parahaemolyticus, solo se llegd a realizar los ensayos con V. furnisii, ya que a pesar
de haber realizado procesos repetidos de enriquecimiento (Anexo 9), para recuperar
las otras tres especies, no se llegd a alcanzar la fase cultivable de las mismas. Cabe
senalar que los vibrios en la naturaleza también pueden estar en un estado inactivo o
no ser capaces de crecer en los medios selectivos empleados (Colwell & Grimes

2000), siendo bacterias en estado de viables no cultivables (VBNC) (Colwell 2000).

VI.1. Crecimiento de Isochrysis galbana en cultivo axénico.
Se evaluo la tasa de crecimiento de Isochrysis galbana IMP-BG 010, en tres
repeticiones (RA, RB y RC) en cultivos estaticos (sin recambio de medio y sin
aireacion), a una temperatura de 26°C y con irradiansa continua de luz blanca.
Alcanzaron densidades de 1,4 x 10’células/ml, 1,4 x 10’células/ml y 1,3 x
10”células/ml respectivamente (Fig. 4). En la figura 5 se observa que éstas
repeticiones no presentan diferencias significativas (a=0.05) entre si con respecto al

crecimiento de la microalga (ANOVA F=0.2).
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Crecimiento de Isochrysis galbana en cultivo axénico.
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Figura 4: Valores promedio de la densidad celular de Isochrysis galbana
IMP-BG 010, en tres repeticiones RA (#), RB (®) y RC (4A), mantenidas en
cultivos estaticos y bajo las mismas condiciones de temperatura e

iluminacion.
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Figura 5: Analisis de varianza, para el crecimiento de [Isochrysis galbana
IMP-BG 010, en tres repeticiones (RA, RB y RC), mantenidas en cultivos
estaticos y bajo las mismas condiciones de temperatura e iluminacion.
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Asi mismo se determiné la tasa de crecimiento de la microalga (Cuadro 1), no
existiendo diferencia significativa entre las tasas de crecimiento de las tres
repeticiones (0=0.05).

Cuadro 1: Tasa de crecimiento de Isochrysis galbana IMP-BG-010 en

cultivo axénico, en tres repeticiones (RA, RB y RC), mantenidas en
cultivos estaticos y bajo las mismas condiciones de temperatura e

iluminacion.
Tasa de Crecimiento de I galbana

Dia RA RB RC

0 - - -
1 0.04 1.16 1.20
2 0.31 0.45 0.97
3 1.48 1.27 0.92
4 0.57 0.78 0.72
5 0.56 0.40 0.13
6 0.60 0.00 0.43
7 0.02 0.83 0.57
8 0.29 0.03 0.19
9 0.63 0.30 0.80
10 0.15 0.43 0.11
11 0.13 0.16 0.24
12 0.75 0.56 0.06
13 0.09 0.28 0.56
14 0.04 0.04 0.02
15 0.12 0.08 0.00
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VIL.2. Crecimiento de Isochrysis galbana en cultivo mixto (microalga — bacteria)
Se evalud la tasa de crecimiento de Isochrysis galbana IMP-BG 010 en presencia

de Vibrio furnisii (cultivo mixto), en tres repeticiones (RA, RB y RC) en cultivos

estaticos (sin recambio de medio y sin aireacion), iluminados

con lamparas

fluorescentes a una irradiansa continua a una temperatura de 26°C. Alcanzaron

densidades de 3,1 x 10’células/ml, 3,6 x 10’células/ml y 3,5 x 10" células/ml

respectivamente (Fig. 6). En la figura 7 se observa que éstas repeticiones no

presentan diferencias significativas (0=0.05) entre si con respecto al crecimiento de

la microalga (ANOVA F= 0.007).
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Figura 6: Valores promedio de la densidad celular de Isochrysis galbana
IMP-BG 010 en presencia de Vibrio furnisii, en tres repeticiones RA (#),
RB (w) y RC (4A), mantenidas en cultivos estaticos y bajo las mismas
condiciones de temperatura e iluminacion.
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Analisis de Varianza, para el crecimiento de I. galbana en
cultive mixto
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Figura 7: Analisis de varianza, para el crecimiento de [Isochrysis galbana
IMP-BG 010 en presencia de Vibrio furnisii, en tres repeticiones (RA, RB y
RC), mantenidas en cultivos estaticos y bajo las mismas condiciones de
temperatura e iluminacion

Asi mismo se determiné la tasa de crecimiento de la microalga en presencia de la
bacteria (Cuadro 2), no existiendo diferencia significativa ente las tasas de

crecimiento de las tres repeticiones (a=0.05)
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Cuadro 2: Tasa de crecimiento de Isochrysis galbana IMP-BG 010 en
presencia de Vibrio furnisii en tres repeticiones (RA, RB y RC), mantenidas
en cultivos estaticos y bajo las mismas condiciones de temperatura e
iluminacion.

Tasa de Crecimiento de 1. galbana en presencia de V.
Sfurnisii

Dia RA RB RC
0 - - -

1 1.28 1.27 1.34
2 0.21 0.21 0.10
3 1.84 1.84 1.58
4 0.44 0.22 0.75
5 0.32 0.16 0.48
6 0.20 0.89 0.22
7 0.04 0.05 0.00
8 0.26 0.01 0.75
9 0.93 1.19 0.50
10 0.48 0.51 2.13
11 1.99 1.36 0.58
12 0.11 0.11 0.02
13 0.10 0.60 0.00
14 0.01 0.05 0.00
15 0.07 0.00 0.01
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V1.3 Diferencias de crecimiento de la microalga I. galbana entre cultivo axénico

y cultivo mixto.
La densidad celular maxima (DCM) de la microalga en ambos tipos de cultivo,
presenta una diferencia altamente significativa entre las varianzas de las mismas
(Prueba de Levene, F= 96,027) respecto al crecimiento de la microalga. La
microalga en cultivo axénico alcanza una DCM de 1,41 x 10"células/ml, mientras
que su DCM en cultivo mixto es 3,57 x 10’células/ml. Observandose diferencias
significativas con respecto al crecimiento. Las tasas de crecimiento varian

significativamente (t = 2,978) con un nivel de significancia de 0=0.05 (Anexo 10).

Es importante conocer las tasa de crecimiento de la microalga asi como la DCM
que ésta alcanza en condiciones axénicas y en cultivo mixto para efectos de
comparacion entre ambos tratamientos. Se notifica la alta diferencia entre ambas
DCM’s lo que implica que el aporte bacteriano (V. furnisii) efectuado, acelera el
crecimiento de la microalga y multiplica su densidad celular. Grossart (1999)
demostré que en presencia de bacteria, el crecimiento del fitoplancton es
significativamente mayor a los cultivos axénicos, llegando hasta a duplicar el
numero de células, inclusive la actividad microbiana en agregados y detritos puede
conducir a la liberacion de amonio, nitrato, fosforo y CO,, incrementando y

manteniendo el crecimiento de los cultivos de microalga.

La afadidura de bacterias al cultivo facilitaria procesos mas eficientes de
intercambio de ciertos sustratos entre las bacterias que se adhieren a las células
fitoplanctonicas, ya que la adhesion de las bacterias disminuye la distancia de

difusion y se traduce en un intercambio mas rapido de sustratos (Park et al., 2008).

Se ha reportado evidencia en laboratorio de la existencia de la ficosfera, espacio en
el que interactian las microalgas y bacterias en forma inhibitoria o estimulante
debido a la liberacion de compuestos extracelulares como las vitaminas (Cole 1982;
Croft et al., 2005) y factores promotores o inhibidores del crecimiento (Baker et al.,

1978; Cole, 1982; Salvesen et al., 2000; Riquelme y Avendaiio, 2003)

Estas interacciones también fueron propuestas por Molisch (1937), denominando a
éste mecanismo alelopatia, mediante el cual efectos perjudiciales o benéficos que
ya sea directa o indirectamente el resultado de la accién de compuestos quimicos
(aleloquimicos) que, liberados por un organismo, ejercen su acciébn en otro
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(Sampietro, s.f.). El mecanismo se presenta cuando los compuestos bioactivos son
excretados por células vivas, son efectivos a concentraciones naturales y existe una
compensacion entre el efecto sobre un individuo y el esfuerzo del otro para

producirlo (Van Rijssel et al., 2008).

Las relaciones alelopdaticas son especie-especifico, juegan un rol importante en la
competencia entre especies de fitoplancton, formacion de afloramientos algales
“blooms” y sucesiones estacionales entre especies de microalgas en ambientes
naturales y en ensayos en laboratorio (Molina-Cardenas, 2011; Maestrini y Bonin,

1981; Fukami et al., 1997; Fistarol et al., 2004).
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V1.4 Inhibicion del crecimiento de Vibrio furnisii en cultivos de Isochrysis
galbana IMP-BG 010 (cultivo mixto)
En los filtrados de 1ml, el efecto inhibitorio de /. galbana sobre el crecimiento de

V. furnisii, se present6 a partir de las 96 horas (dia 4) del ensayo, durante la fase
de crecimiento exponencial de la microalga (Fig 8). Al inicio del ensayo (0 horas),
post-inoculacion de V. furnisii, se registraron concentraciones superiores a 1 x 10°
BTCBS/ml (BTCBS: bacterias que crecen en medio de cultivo TCBS), mientras
que a las 96 horas se registraron concentraciones imperceptibles o menores a 1 x
10" BTCBS/ml. La inhibicion total del V. furnisii se registré a partir de las 144
horas (dia 6) del ensayo (Fig. 9)

Efecto inhibitorio de 1. galbana sobre V. furnisii, filtrados 1ml
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Figura 8: Valor promedio de la densidad de A V. furnisii (BTCBS/ml) en
cultivo mixto con ® /. galbana (células/ml). Filtrados de 1ml.
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Inhibicién del Crecimiento de V. furnisii por efecto de I. galbana
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Figura 9: Valor promedio de la densidad de V. furnisii (BTCBS/ml) en
cultivo mixto con /. galbana. Inhibicion en el tiempo.

En los filtrados de 10 ml (BTCBS/10 ml) ocurre un comportamiento similar a
los filtrados de 1ml. Post inoculacion de bacteria, se registra concentraciones
superiores 1 x 10° BTCBS/ 10ml, y a las 96 horas (dia 4) del ensayo se registra

la inhibicion de crecimiento del V. furnisii (Fig. 10), contabilizdindose

7
BTCBS/ 10ml y concentraciones menores a 1 x 107 BTCBS/ 10ml. La

inhibicidn total se registrd a partir de las 144 horas (dia 6) del ensayo (Fig. 11)
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Figura 11: Valor promedio de la densidad de V. furnisii (BTCBS/ 10 ml) en
cultivo mixto con /. galbana. Inhibicion en el tiempo.

En ambos casos (1ml y 10ml), la inhibicion se mantuvo hasta que la microalga

alcanz6 la fase estacionaria de su crecimiento. Encontrandose diferencias
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altamente significativas (F=41284,72) entre las concentraciones al inicio del
ensayo y al cuarto dia del mismo (0=0.05), observando mas del 90% de
inhibicion (Cuadro 3). El analisis de inhibicion se ve reforzado al observar los
datos con los filtrados de 10ml, pues se concentra 10 veces mas la muestra a

evaluar.

Cuadro 3: Analisis de varianza de una via, para el crecimiento de V. furnisii
en cultivo mixto con /. galbana IMP-BG 010. Filtrados de 10ml.

ANOVA : BTCBS/10 ml

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 4257398,290 6 709566,382 | 41284,720 ,000
Dentro de grupos 240,620 | 14 17,187
Total 4257638,910 | 20

La I galbana ejerce un efecto de inhibicion sobre V. furnisii, se encontraron
concentraciones indetectables, es decir no se observo crecimiento de colonias, 1o
cual corrobora los hallazgos realizados por otros investigadores, los cuales
encontraron que la mayoria de algas marinas producen metabolitos secundarios
con actividad bioldgica sobre el crecimiento de bacterias, hongos, virus y otros
epibiontes (Duff, Bruce y Antia, 1966; Avendafio ef al., 1999, 2001; Liao et al.,
2003; Thillairajasekar et al., 2009).

Asi mismo, parametros como: la tasa de crecimiento exponencial, densidad
celular y fase de crecimiento pueden tener efectos sobre la actividad
antibacterial de una especie de microalga en particular (Sanchez-Saavedra et al.,
2010). En relacion a lo anterior, otros investigadores hallaron que en etapas
donde el crecimiento de la microalga es mas lento (final de la fase exponencial e
inicio de la fase estacionaria), se produce la mayor concentracion de metabolitos
organicos en comparacion con la fase exponencial (Salvesen et al., 2000;
Skulberg, 2000; Terekhova et al., 2009). No obstante en la presente
investigacion, la inhibicion sobre V. furnisii se registr6 durante la fase
exponencial de crecimiento de la microalga (Fig. 8 y 10) es decir cuando
presentd las mayores tasas de crecimiento con valores de 1.84, 1.84 y 1.58
(Cuadro 2) en las tres repeticiones, lo cual indica que ésta bacteria es sensible a

concentraciones de metabolitos liberados en dicha fase, en forma general se
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afirma que la liberacion de los metabolitos secundarios responsables de la
inhibicion del V. furnisii estaria determinado por la tasa de crecimiento de la
microalga, a mayores tasas de crecimiento se favoreceria la produccion de

metabolitos secundarios (Van Rijssel et al., 2008; Molina-Cardenas, 2011).

Duff et al. en 1967, revelan que la investigacion sobre /. galbana se centra en
la caracterizacion de los productos responsables de la actividad antibacterial, la
cual se atribuye tentativamente al efecto de dos componentes activos derivados
de la chlorofila a y la feofitina a., sin embargo investigaciones mas recientes
atribuyen la actividad antibacterial a la presencia de una mezcla de &acidos
organicos tales como los acidos oleico, caprico, laurico, linoleico, miristico,
palmitico y estearico (Salvador et al., 2007; Manilal ef al., 2010). En este
sentido cabe la posibilidad de que también los pardmetros fisico- quimicos,
como la presencia/ausencia de luz (fotoperiodo), salinidad del agua de mar,
ejerzan un efecto sobre la produccion de los metabolitos secundarios

responsables de la inhibicion bacteriana.

Asi mismo, Salvesen et al. (2000), reportan que en el andlisis de carga
bacteriana de un cultivo que incluia la 7. galbana, no se hall6 o hubieron bajos
niveles de Vibrio spp, demostrando el efecto antibacterial que posee la 1.
galbana especialmente sobre bacterias del género Vibrio. De igual forma
Molina-Cérdenas (2011), y Kokou et al. (2012) demostraron la actividad
antibacterial de diferentes especies de microalgas sobre bacterias del género
Vibrio, concluyendo que la /. galbana presentd la mayor actividad antibacterial
sobre las bacterias en mencion, comprobando asi las observaciones de
investigadores anteriores que sefialaron actividad vibriocida de la microalga

(Naviner et al., 1999; Regunathan y Wesley, 2004).

El tiempo de inhibicion encontrado para V. furnisii varia con los tiempos de
inhibicién para otros vibrios reportados por Molina-Cardenas (2011) y Kokou
(2012). Las diferencias de tiempo en relacion con la inhibicion se explica con el
mecanismo de alelopatia y su caracteristica de ser especie-especifico, por lo que
cada especie de bacteria puede presentar una tolerancia diferente a la presencia

de un compuesto en particular (Molina-Cardenas, 2011; Sanchez-Saavedra et al.,
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2010) y a la produccion de metabolitos secundarios de la /. galbana, que es
altamente dependiente de las diversas condiciones bio-geograficas (Hay, 1996),
por ende la capacidad de inhibicion de la 1. galbana sobre Vibrio spp. también se
determina dada la cantidad y calidad de metabolitos que ésta libere, variando en

funcién a las condiciones bio-geograficas de la misma.
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VLS. Halos de inhibicion

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios de /. galbana en los
extractos microalgales, los que ofrecen propiedades antagénicas al crecimiento de
V. furnisii, se realiz6 el andlisis por HPLC (Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento) a 254 nm., con el extracto microalgal, el cual se obtuvo de un pellet
de I. galbana de 0.1 gr de peso y cuyo solvente fue n-butanol. Como pardmetro de
control se usé el mismo solvente. La formacion de picos en el cromatograma
indican la presencia de metabolitos en el extracto microalgal (Fig. 12) (Guia de
cromatografia, Universidad Central de Venezuela, 2008), observandose picos

cromatograficos hasta el minuto 15 de la corrida (Tiempo de retencion).

E E
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Figura 12: Cromatograma de extracto microalgal de /. galbana (0.1gr) con n-
butanol a 254 nm.

Durante el proceso de la investigacion, se replico el procedimiento anterior,
utilizando metanol como solvente y como parametro de control. El analisis por
HPLC se realizé a 254 nm. En la Fig. 13 observamos los picos cromatograficos que
muestran la presencia de metabolitos en el extracto microalgal, los picos se

observan hasta el minuto 20 de la corrida.
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Figura 13: Cromatograma de extracto microalgal de I. galbana (0.1gr) con
metanol a 254 nm.

En ambos casos los picos, indican la presencia de compuestos extraidos por los
solventes empleados. Por simple inspeccion de los cromatogramas el solvente que
permite la mayor extraccion de metabolitos secundarios es el metanol (fig. 13),

comprobando el hallazgo por Desbois et al. (2008).

Se obtuvo extractos microalgales con n-butanol y metanol (solventes) y con 0.1gr y
0.5 gr de pellet microalgal (I. galbana). Los extractos microalgales se utilizaron
para efectuar el test de sensibilidad, se impregnaron los discos de sensibilidad con
cada uno de los extractos microalgales, como parametro de control se utilizd n-
butanol y metanol Asi mismo, las placas Petri con medio de cultivo TCBS
(selectivo para Vibrio spp.) fueron inoculadas con V. furnisii en suero fisiologico a
la concentracion de 1x10° BTCBS/ml (por difusion con una espatula de Dragasky).
Los discos de sensibilidad previamente impregnados con los extractos microalgales
y con los controles se colocaron en las placas Petri inoculadas con V. furnisii y se
incubd a 28°C durante 24 horas. Las lecturas de los halos de inhibicion se

realizaron en mm..

El test de sensibilidad que se realizd con extracto microalgal usando n-butanol

(solvente), presentd halos pequefios, los mismos que se diferenciaron en tamafio

45



entre aquellos extractos microalgales obtenidos con 0.1gr y 0.5gr de pellet
respectivamente. Las medidas de los halos en las fotografias son: a = 0.4mm y

b=0.5mm (Fig. 14), V. furnisii es resistente al extracto microalgal con n-butanol.

a) Halo de inhibicion de V. furnisii, b) Halo de inhibicion de V. furnisii,
extracto microalgal con n-butanol y extracto microalgal con n-butanol y
0.1gr de pellet 0.5gr de pellet

Figura 14: Halo de inhibicion de V. furnisii, extracto microalgal de
1. galbana con n-butanol y 0.1gr de pellet (a) y 0.5gr de pellet (b).
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El test de sensibilidad con extracto microalgal usando metanol (solvente), registro
halos de inhibicion mas grandes para V. furnisii, se halld6 un mayor halo de
inhibicion para los extractos procedentes de 0.5gr de pellet de microalga (mayor

concentracion) en diferencia al de 0.1gr (menor concentracion).

Figura 15: Halo de inhibicion de V. furnisii, extracto microalgal de I
galbana con metanol y 0.1gr de pellet (a) y 0.5gr de pellet (b).

Las medidas de los halos de inhibicion en la figura 15 son: a=0.7mm y b= 11mm,
el extracto microalgal con metanol y 0.5gr de pellet (. galbana), tiene capacidad
inhibitoria (antibacterial) sobre el crecimiento de V. furnisii (Fig. 15 b), asi mismo
V. furnisii es sensible al extracto microalgal anteriormente mencionado. La fuerza
del principio activo depende de la utilizacion de un solvente adecuado para extraer
los metabolitos secundarios, por lo tanto, debido a sus posibles acciones anti
patdgenas, hay un rol importante para las microalgas marinas en el control de

bacterias patogenas (Lazarus y Bhimba, 2008).
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Los parametros de control n-butanol y metanol, no generaron ningin halo de

inhibicion en la placa (Fig. 16).

Figura 16: Parametros de control en el test de sensibilidad de V. furnisii,
metanol (a) y n-butanol (b).
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VIL.6. Evaluacion del Crecimiento de Vibrio spp

Para evaluar el crecimiento de V. furnisii sin intervencion de la microalga y sus
metabolitos respectivos, se inocul6 la bacteria (concentracién inicial 10> UFC/ml)
en agua de mar enriquecida con medio {2, el crecimiento se analizé a través de
filtrados efectuados a las 0, 48, 96, 168 horas post-inoculacion de la bacteria, hasta
que la poblacion bacteriana alcanzd el tiempo paralelo a la fase estacionaria del
crecimiento de la microalga (Fig. 17). Se incub6 en medio TCBS a 28°C durante

24 horas.

Figura 17: a) Cultivo de V. furnisii en agua de mar enriquecida con medio
2, b) Cultivo mixto de V. furnisii e I. galbana en agua de mar enriquecida
con medio 2

Los conteos a 24 horas post-inoculacion muestran concentraciones mayores a
10°BTCBS/ml en los filtrados de 1ml, de igual forma para los filtrados de 10ml se

aprecio concentraciones superiores a 10°BTCBS/10ml. (Fig. 18)
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Figura 18: Crecimiento
enriquecida con medio f2, muestreos

inoculacion de bacteria mediante filtrados de 1ml y 10ml.

El incremento de la concentracion de V. furnisii en el tiempo (0,48, 96, 168 horas),
es observado en las placas Petri en filtrados de 1y 10ml (Fig.18), en consecuencia
se afirma que el crecimiento de V. furnisii va en aumento en relacion al tiempo en
el cultivo de la bacteria en agua de mar enriquecida con medio f2(Cuadro 4). Lo
cual refuerza la hipdtesis de que la inhibicion del crecimiento de V. furnisii se da
por el efecto de los metabolitos secundarios de la microalga /. galbana.

El comportamiento de la bacteria fue previsible, debido a que segiun sus
caracteristicas basicas, la bacteria es capaz de desarrollarse 6ptimamente en medio
marino (Glenn Morris, 2003), y por ser meso6fila la temperatura suministrada
(28°C) también propicié un crecimiento adecuado. Asi mismo la presencia de NaCl

es propicio para su crecimiento (Thompson et al., 2004; Lopez-T. y Lizarraga,

de V. furnisii (BTCBS/ml) en agua de mar
a 0, 48, 96 y 168 horas post-

2001).
Cuadro 4: Crecimiento de Vibrio furnisii en el tiempo, filtrados de 1ml y
10ml.
BTCBS/ml | BTCBS/10ml
Iml 10ml
0 HORAS > 1x10° > 1x10°
48 HORAS |> 1x10° > 1x10°
96 HORAS |> 1x10° > 1x10°
144 HORAS |> 1x10° > 1x10°
168 HORAS |> 1x10° > 1x10°
192 HORAS |> 1x10° > 1x10°
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| 0 horas | | 48 horas | | 96 horas | | 168 horas | | 264 horas | %i;c

Figura 19: Crecimiento de V. furnisii (BTCBS/ml) en cultivo mixto (/.
galbana) en agua de mar enriquecida con medio f2, muestreos a 0, 48, 96,

168 y 264 horas post-inoculacion de bacteria mediante filtrados de 1ml y
10ml.
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VII. CONCLUSIONES

1.

La adicion de bacterias tipo Vibrio a un cultivo de /. galbana, incrementa el
crecimiento de la microalga y la densidad celular maxima (DCM) que ésta
alcanza en relacion a un cultivo axénico, llegando casi hasta triplicar la DCM en
cultivo mixto (microalga — bacteria)

Un factor importante dentro del proceso de inhibicion, es la influencia de las
etapas de crecimiento de la /. galbana y consecuentemente la liberacion de los
productos antibacteriales, los mismos que varian en cantidad de acuerdo a cada
fase de crecimiento de la microalga.

La inhibicion del V. furnisii se presentd en la fase exponencial de crecimiento de
la microalga, y se mantuvo hasta cuando la microalga alcanz¢ la fase estacionaria
de su crecimiento.

Los aleloquimicos liberados por la microalga /. galbana ejercen un efecto
inhibitorio directo sobre el crecimiento de V. furnisii. Se comprob¢ la selectividad
y efectividad de la microalga I. galbana sobre la inhibicion del crecimiento de V.
furnisii.

El n-butanol permite la extraccion de metabolitos secundarios de la microalga,
sin embargo metanol, como solvente, permite la mayor extraccion de compuestos
activos y/o secundarios de la /. galbana. Concluyendo que el metanol permite una
mayor extraccion.

V. furnisii es mas sensible al extracto microalgal con metanol, el principio activo
de inhibicion se elucida mejor utilizando el metanol como solvente, por lo tanto el
metanol es un solvente adecuado para la obtencion de extractos microalgales de 1.
galbana.

En relacion al metabolismo del Vibrio, éste no se ve afectado si s6lo se cultiva en

agua de mar enriquecida (medio f2).
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VIII. RECOMENDACIONES

Profundizar el analisis por HPLC del extracto microalgal de /. galbana, para la
identificacion quimica del compuesto responsable de la actividad antimicrobiana.
Asi mismo investigar sobre el proceso de inhibicion y accion del compuesto
identificado. Podria brindarse una solucion a las bacteriosis causadas por Vibrio

spp. en organismos de interés en la acuicultura.

Realizar mas estudios para determinar la capacidad inhibitoria de la /. galbana
sobre otras bacterias tipo Vibrio. Seleccionar las especies de Vibrio spp. a estudiar
de acuerdo al rango de salinidad optimos (concentracion salina a la cual la bacteria
presenta una adecuada tasa de crecimiento y desarrollo) de los vibrios
seleccionados, debido a que el desarrollo de cada especie de Vibrio esta
determinado también por la salinidad del medio; efectuar estudios diferenciados de

la capacidad inhibitoria de /. galbana en presencia y ausencia de luz (fotoperiodo).

Llevar a cabo el test de sensibilidad utilizando el medio 2 (medio de cultivo de
microalgas) en el cual se mantuvo en crecimiento la /. galbana al alcanzar la fase
estacionaria de su crecimiento. Efectuar estudios para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los extractos microalgales de 1. galbana respecto a

sensibilidad sobre Vibrio spp.

Profundizar la investigacion para repetir el ensayo in vivo, en bioreactores que
simulen condiciones de un sistema acuicola, que permita identificar el mecanismo
de accion de la 1. galbana y su inhibicion sobre bacterias patogenas, especialmente

sobre Vibrio spp.

Incrementar el suministro de /. galbana en los hatcheries de organismos cultivados

(acuicultura), para prevenir y/o mitigar las vibriosis.
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X. ANEXOS
1. Isochrysis galbana

ANEXO 1: Mantenimiento del Cultivo de la Microalga (MA) I galbana

Mantenimiento del cultivo de la microalga (MA)

Sistema de aprovisionamiento (S.A.)

Captacion de agua de mar del S.A

L

Agua Reposada (Sedimentacion)

En un deposito se deja reposar el agua

l

Matraz de cultivo

Tomar 100 ml de agua de mar en un

matraz de 125ml de capac.

1

Esterilizacion

A 121°C % 15 min. y dejar enfriar a
Temperatura ambiente

!

Camara de flujo laminar

Afadir el medio f2 (1% vol. total) e inocular
con un vol. del 10% del cultivo madre (inicial)

!

Mantenimiento

A 28°C de irradiancia continua de luz blanca
fria.
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ANEXO 2: Evaluacion de la Tasa de Crecimiento

Para evaluar la tasa de crecimiento de la microalga se efectuaran cultivos por

triplicado

Inoculacion

Siguiendo el procedimiento anterior, 250ml de
agua de mar en matraz de 500ml de capacidad +
medio f2 + microalga.

Conteo diario

Tomar 1ml de cada matraz, anadir una gota de
lugol y efectuar conteos por triplicado en el
hematocitometro. Desde el Dia 0 (siembra)
hasta que la MA alcance la fase estacionaria.

]

Mantenimiento

A 28°C e irradiancia continua de luz blanca
fria

l

Tasa de crecimiento

Con los datos obtenidos (conteo), utilizar
la ecuacion de Fogg y Thake (1978)
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2. Vibrio spp.

ANEXO 3: Cultivo de Vibrio spp.
Se realizan dos sembrados de los viales originales con el objetivo de resguardar los

viales de posibles contaminaciones que puedan darse.

Viales de Vibrio

Llegan en viales de 10ml en agar marino

(Zobell)

Resiembra

En medio Zobell y siembra por agotamiento

1

Respaldo

En medio Zobell y siembra por aislamiento, para poder
obtener una colonia. (P1)
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ANEXO 4: Preparacion del Inéculo de Bacterias

Preparacion suero fisiologico

Disolver 9gr de NaCl en 1 Lt. de agua destilada, dispensar 10ml
en tubos de ensayo con tapa rosca, autoclavar por 20min a
120°c y dejar enfriar a Temperatura ambiente

3y

Siembra

Tomar una colonia de la placa P1 de respaldo y sembrar por
agotamiento, incubar 24 h a 28°C

I

Lavado

Tomar 2ml de un tubo con suero fisiologico (Ta) y a modo de
lavar vaciar sobre la placa P1, remover las colonias sin rasgar el
agar.

4

Suspension

El liquido lechoso de la P1 regresar al Ta y agitar en el
vortex, dejar reposar por 30mins

1

Inoculo

Tomar 2 gotas del Ta y vaciar sobre otro tubo con suero

fisiologico (Tb)

Medicion de la Concentracion de bacterias

Se agitara en vortex el Tb, alcanzar una Densidad Optica de
0.05 a 600nm, correspondera a 1x10° UFC/ml
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ANEXO 5: Evaluacion del Crecimiento de Vibrio spp.

Sembrado de bacterias en medio 2

200ml de agua de mar estéril + medio {2 + 1ml del Tb (ver
2.2.1), concentracion final de bacterias 10> UFC/ml. En
matraz de 250ml de capacidad.

!

Mantenimiento

A 28°C e irradiancia continua de luz blanca fria.

1

Conteo de bacterias

Se efectuaran conteos diarios de la bacteria, hasta que ésta
alcance el tiempo paralelo a la fase de estacionaria de la
microalga. (Para efectos de comparacion con el cultivo mixto)

Para los conteos

Realizar filtrados de 1 y 10ml (%2) colocar el filtro en placas
con medio TCBS e incubar a 28°C por 24 h.
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ANEXO 6: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Vibrio spp.

Los cultivos mixtos se realizaran por triplicado

Sembrado de Microalga en medio {2

200ml de agua de mar estéril + medio f2 + MA, concentracion final
de 10° cel./ml. En matraz de 250ml de capacidad (ver 1.1)

l

Inoculacion de bacterias

Tomar 1ml del Tb (Ver 2.2.1) y vaciar en el matraz. Concentracion
inicial de bacterias igual a 10*UFC/ml

ANEXO 7: Conteo de Bacterias

Evaluacion del Efecto inhibitorio

Realizar filtrados de 1 y 10ml (x2) alas 48, 96 ,168h y hasta que la
MA alcance la fase estacionaria, post inoculacion con bacterias.
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ANEXO 8: Halos de Inhibicion

Condiciones de cultivo

En medio f2, iluminacion constante, durante 15 dias.
Partiendo de una concentracién igual a 10° cel./ml

1

Separacion de la microalga

Dia 15: centrifugar a 3000 rpm por 10 min., lavar el pellet
repetidamente (3) con agua destilada estéril, centrifugar
nuevamente a 3000 rpm por 10 min. y desechar sobrenadante

Antimicrobianos crudos de la microalga

0.1gry 0.5 gr. de pellet se mezclara con n-butanol y metanol
(independientemente), pasar por ultrasonido durante 2min., se
refrigerd a 5°C durante 12h, someter a ultrasonido por 2 min.
Centrifugar a 3000rpm por 10 min. Aplicar el sobrenadante en los

bioensayos

Ensayo antibacterial - Test de sensibilidad

Impregnar los discos estériles de papel filtro con los extractos
de la microalga, colocarlos en placas con TCBS (previamente
inoculadas con cada bacteria). Incubar a 28°C por 24h,
registrar las zonas de inhibicion (halos) en mm. Incluir un
control y 3 repeticiones
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ANEXO 9: Proceso de Recuperacion de Bacterias.

D { Vial original de bacteria }

A Se sembro una asada en medio de

P enriquecimiento APA. Se incub6 24 horas a 28°C

{En medio marino Zobell se sembro 0.1 ml de APA }

24 horas después, incubado a una temperatura

de 28°C se obtuvo una placa con denso crecimiento.

[ZOBELL] e tomo una asada de la placa anterior y se procedio a
sembrar con la finalidad de obtener una colonia aislada
Se incubd a 28°C, durante 24 horas.
P
(TCBS
<Se tomo una colonia y se sembro por agotamiento en
TCBS, a 28°C durante 24 horas.
G
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