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GLOSARIO.

Alcohol-acetona: Sirve para realizar la decoloracion, ya que en la misma es
soluble el complejo I,/cristal violeta. Los organismos Gram positivos no se

decoloran, mientras que los Gram negativos si lo hacen.

Alfa Proteobacterias: Los integrantes de este sub-phylum crecen con niveles
bajos de nutrientes (oligotroficos), algunos poseen prostecas (prolongaciones
celulares). Incluye a fijadores de nitrégeno, quimioautétrofos vy

quimioheterdétrofos.

Atrofia: En términos biol6gicos consiste en una disminucion importante del
tamafio de la célula y del 6rgano del que forma parte, debido a la pérdida de masa

celular.

Bacterias desnitrificantes: Son bacterias heter6trofas que actan en la reduccion

del ion nitrato presente en el agua, a nitrdgeno molecular.
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Bacterias nitrificantes: Son bacterias que actdan en la oxidacion bioldgica de
amonio con oxigeno en nitrito realizadas por bacterias nitrosomonas, seguido por

la oxidacidn de esos nitritos en nitratos realizadas por las bacterias nitrobacter.

Biofilm Bacteriano: Es la adhesion de bacterias a un sustrato que se estabilizan

gracias a la produccion de polimeros extracelulares que permiten su fijacion.

Biofiltracién: Es la transformacion de la materia organica presente en las aguas
residuales que es llevada a cabo por poblaciones bacterianas que se adhieren al
soporte granulado y lo colonizan. Asi, el medio filtrante se colmata
progresivamente debido tanto a la generacion de una pelicula biologica en la
superficie del soporte como a la retencion de las materias en suspension. El
exceso de la biomasa debe ser eliminada periddicamente del sistema para
mantener la capacidad de depuracion del mismo. Esta operacion se realiza

mediante un lavado con aire y agua.

Bromuro de etidio: Es un agente intercalante usado cominmente como marcador
de acidos nucleicos en laboratorios de biologia molecular para procesos como la
electroforesis en gel de agarosa. Cuando se expone esta sustancia a luz
ultravioleta, emite una luz roja-anaranjada, que se intensifica unas 20 veces

después de haberse unido a una cadena de ADN.
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Compuestos Nitrogenados. NH3/NH,4 - NO, — NOj3 surgen como resultado de la
biodegradacion de la materia organica producida en el estanque: excremento de
camarones, resto de comidas, plantas muertas, etc.. por parte de las llamadas

bacterias nitrificantes.

Cultivo extensivo: Es el sistema de produccion usado en las fincas acuicolas
camaroneras, donde no se proporciona ninguna clase de alimentos suplementario
y la cosecha se efectlia a partir del momento en que se obtiene animales de talla
comercial. Las densidades a las cuales se siembran los organismos son bajas y la
intervencion del hombre se limita simplemente a la siembra y al aprovechamiento

de estos organismos.

Cultivo intensivo: Se efectla basicamente con fines comerciales y para ésto se
necesitan estanques técnicamente construidos con entrada y salida de agua. Las
cosechas y las siembras se llevan a cabo periddicamente obedeciendo a una
programacion de la produccion. En este tipo se realiza un control permanente de
la calidad del agua y se practican abonamientos frecuentes con fertilizantes
organicos e inorganicos. Se suministra alimento concentrado con buenos niveles
de proteina en forma permanente y se programa la densidad de siembra, la cual
varia de acuerdo a la especie y al grado de explotacién. Se aplica una mayor
tecnologia cuya base estd dada por los recambios continuos de agua y/o la

aireacion.
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Cultivo semi-intensivo: Es el sistema de produccion usado en las fincas acuicolas
camaroneras, donde se limita a la siembra de los camarones, abonamiento,
preparacion del estanque y se suministra alimento concentrado rico en proteina.
Se emplean densidades un poco mas altas que en el sistema extensivo y se
controla el cultivo; ademas existe una mayor produccién debido al suministro de

alimentos y abonamiento.

Cristal violeta: Colorante cationico que penetra en todas las células bacterianas

tanto Gram positivas como Gram negativas.

Cromatoforo: Consiste en una célula discoidal o en forma de estrella aplanada
con puntas ramificadas, que contiene en su interior aparte del nucleo,
mitocondrias y demas organelos citoplasmicos cientos e incluso miles de granulos

de alguna sustancia colorida.

Electroforesis: La electroforesis es un proceso que se utiliza para separar
macromoléculas en una solucién. La electroforesis en agarosa permite separar
moléculas de DNA, cuando éstas son sometidas a un campo eléctrico y atraidas

hacia el polo opuesto a su carga neta.
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Estratificacion horizontal: Estratificacion espacial que se debe a la existencia de
distintos tipos de vegetacion desde el centro hasta los limites del ecosistema. Estas

variaciones se deben al clima y factores locales del sustrato.

Estratificacion vertical: Estratificacion espacial determinada por la luz y

temperatura, donde cada estrato constituye un microhabitat.

Fertilizacion: Es la practica de aumentar el nivel de nutrientes en el suelo o
columna de agua en un estanque, utilizados por el fitoplancton para su
crecimiento y multiplicacion, mediante la aplicacion de fertilizantes orgéanicos e

inorganicos, lo cual incide en el incremento de la productividad primaria.

Geotextil: Es un material textil permeable de estructura planar, formada por fibras
sintéticas poliméricas (polipropileno, poliéster o poliamidas) unidas de diversas

formas.

Hemocitos: Son las células sanguineas del camardn que son producidas por los

tejidos hematopoyético.

Lugol: Esta formado por I, (yodo) en equilibrio con Kl (yoduro de potasio), el
cual estd presente para solubilizar el yodo. El I, entra en las células y forma un

complejo insoluble en solucion acuosa con el cristal violeta.
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Metabolitos: Sustancia que el cuerpo elabora o usa cuando descompone los
alimentos o sustancias quimicas, este proceso produce energia y los materiales
necesarios para el crecimiento, la reproduccion y ayuda a eliminar las sustancias

toxicas.

Mutualismo: Es una relacion interespecifica temporal en que ambos organismos

obtienen algun grado de beneficio.

PCR: La reaccién en cadena de la polimerasa,es una técnica de biologia
molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran
nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo;
en teoria basta partir de una Unica copia de ese fragmento original, 0 molde. Esta

técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN.

Perifiton: Comunidad compleja de microbiota que se encuentra asociada a un

substrato natural o artificial sumergido en el agua.

Postlarva: Es un estadio del ciclo bioldgico del camardén marino, alcanzado
después de haber evolucionado a través de los diferentes estadios larvales. Es en
este estadio cuando logra crecer a un tamafio de 7 a 12 mm, para ser utilizado en

el cultivo en estanques de produccion de las fincas.
18
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Primers: Son oligonucledtidos sintéticos que hibridan con la region,
complementaria al ADN molde, que se desea amplificar y propician el inicio de la

reaccion de elongacion por la Tag ADN polimerasa.

Probiotico: Son microorganismos vivos que se adicionan a un alimento que
permanecen activos en el intestino y ejercen importantes efectos fisiologicos.
Ingeridos en cantidades suficientes tienen efecto muy beneficioso, como
contribuir al equilibrio de la flora bacteriana intestinal del huésped y potenciar el

sistema inmunoldgico.

Proteobacterias: Son uno de los principales grupos de bacterias. Patogenas y de
vida libre, e incluyen muchas de las bacterias responsables de la fijacion del
nitrégeno. Gram negativas, con una pared celular formada principalmente de
lipopolisacaridos. Muchas se mueven utilizando flagelos. La mayoria de las
proteobacterias son anaerobias, pero hay muchas excepciones. La nutricion es

usualmente heterétrofa, pero hay grupos que realizan fotosintesis.

Prueba de la Catalasa: Se utiliza para comprobar la presencia del enzima
catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias

facultativas que contienen citocromo.
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Prueba de la Oxidasa: Esta prueba sirve para determinar la presencia de
enzimas oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo que es reducido por el
oxigeno molecular que produce agua o perdxido de hidrogeno segun la especie

bacteriana.

Quorum sensing: Es un mecanismo de control de expresiones genéticas
dependiente de la densidad celular. Este fendmeno es el responsable de que un
conjunto de células independientes, bajo la generacion de sefiales extracelulares,

desarrolle comportamientos sociales coordinados.

Rickettsia: Son pequefias bacterias del orden de las proteobacterias son parasitos
intracelulares obligados, muy pequefias, Gram-negativas y no forman esporas.
Son altamente pleomorficas pues se pueden presentar como cocos (0,1 um de

didmetro), bacilos (1-4 um de longitud) o hilos (10 um de largo).

Safranina: Sirve para hacer una tincion de contraste que pone de manifiesto las

bacterias Gram negativas.

Secuencias conservadas: Son secuencias bioldgicas similares o idénticas que
pueden encontrarse en acidos nucleicos, proteinas o polisacaridos, dentro de
multiples especies de organismos o dentro de diferentes moléculas producidas por

el mismo organismo.
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Seleccion genética: Consiste en elegir los reproductores para obtener, a mas o

menos largo plazo, animales que satisfagan el objetivo buscado.

Sucesion: Es la sustitucion de las comunidades de una zona a lo largo del tiempo.

La sucesion es un proceso lento y gradual.

Tincion de Gram: Es un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia
para la caracterizacion de bacterias. Considerandose Bacteria Gram positiva a las
bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram negativa a las que se

visualizan de color rosa.

Vibriosis: Son enfermedades bacterianas resultantes de la producciéon masiva y

coordinada de toxinas por vibrios.

Virién: Unidad estructural de los virus. Consta fundamentalmente de dos
estructuras imprescindibles: Un &cido nucleico (ADN o ARN) y una envoltura
proteica (capside). A estas estructuras béasicas se afiade en algunos casos una

envoltura lipidica (peplos) y/o espiculas de glucoproteina.
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°C
ADN
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BET
BP
CIPs
DMSO
EPS

G<
Ha
IHNNV

Kg

mL

mg

MPM

NaCl
NHP-B

ABREVIATURAS

Porcentaje
Grados Centigrados
Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico ribosémico o ribosomal
Bromuro de etidio
Baculovirus penaei
Cuerpos de inclusion polihedrales
Dimetil sulfoxido
Sustancias extrapolisacaridas.
Geotextil

Gramos

Hectareas

Virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética

infecciosa

kilogramos

Litros

Mililitros

Metros cuadrados
Miligramos

Marcador de peso molecular
Cloruro de sodio

Necrosis Hepatopancreética
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PCR
PBS
Pb
PL
RDS

rpm

TAE
TE
TSA
TSB
UPS
UFC
ul
WSSV

Reaccion en cadena de la polimerasa
Solucion Buffer Fosfatada
pares de base

Postlarva

Sindrome de la deformidad del rostrum
Revoluciones por minutos
Tratamientos

Tris — Acido - EDTA

Tris— EDTA.

Trycticase soy agar

Trypctic Soy Broth

Unidades practicas de salinidad
Unidad formadora de colonias
Microlitros.

Virus de la mancha blanca
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RESUMEN

El uso de substratos artificiales es una técnica de manejo que hacen mas
eficientes los sistemas de cultivos acuaticos. EI perifiton o biofilm que se
fija a estos, aumenta la produccion de alimento natural suplementario,
mejoran los niveles de calidad de agua y se obtienen efluentes mas limpios.
Se evalué el efecto de bacterias fijado a substratos artificiales sobre la
supervivencia, crecimiento, biomasa de Litopenaeus vannamei en cultivo por
un periodo de 30 dias. en un tanque de 0,64 m? se instalaron 2 secciones de
geotextiles de 100 cm? colonizados con las diferentes bacterias (6G, 15G, 17G,
32G y 76G), donde se colocaron PL10 a razén de 160 individuos por m? la
fertilizacion y alimentacion se realizé segin los protocolos de la Empresa

Marinazul S.A. (Tumbes — Peru).

La supervivencia fue del 99 % con los tratamientos bacterianos 6G, 32G y 76 G,
6% mas que el tratamiento control (sin substrato artificiales). El peso final fue
entre 2,11 g y 2,45 g en los diferentes tratamientos, superando al peso final del

control que fue de 1,78 g. La biomasa final de 35 % mas con el tratamiento 76 G,
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mientras que con los otros tratamientos se obtuvo entre 20 % y 27 % mas que el
tratamiento sin substrato. De todos los tratamientos se obtuvo mayor resultado en

cuanto a supervivencia, crecimiento y biomasa con la cepa bacteriana 76G

(Bacillus sp ).
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

El cultivo de camardn se inici6 a gran escala en diversos paises del mundo en los
afios ochentas, a partir de entonces las producciones se incrementaron
rigurosamente (Chavez & Higuera, 2003). Al respecto, Tacon (2002) indica que
alrededor de 50 paises se dedican al cultivo de este organismo. El principal
mercado para el camarén es USA; aunque en los Ultimos afios se viene
incrementando la demanda en Europa y Japdén (Tobey et al., 1998). La réapida
expansion de la crianza de camardén ha generado ingresos substanciales para
muchos paises en desarrollo, asi como para los paises desarrollados (Chavez &
Higuera, 2003; FAO et al. 2006). Tacon (2002) describe que los sistemas de
cultivo de camardn pueden ser divididos en tres categorias basicas: extensivo,
semi-intensivo e intensivo, aun cuando las definiciones precisas de estos sistemas
varian de pais a pais. Asimismo, Chavez & Higuera (2003) mencionan que
mientras mas intensivo sea el sistema de cultivo de camardn, mayor serd la

dependencia por la alimentacion artificial.

La industria camaronera mundialmente se ve afectada por varios problemas
ligados a: 1) Las enfermedades infecciosas y no infecciosas, 2) Al incremento del
costo de produccidn, en particular del alimento balanceado Y 3) El impacto sobre

el medio ambiente.
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Esta situacion se ha ido empeorando con la intensificacion del cultivo de camaron.
Entre las enfermedades infecciosas de importancia econémica para el camarén de
cultivo constan las virales, las causadas por bacteria intracelular (ricketsias), y
extracelular (vibriosis). (Lightner 1993,1996; Brock and Lightner 1990; Flux and
Main, 1992; Jonson and Cassout, 1995). Un numero de enfermedades no
infecciosas son también de importancia en la industria, generalmente inducidas
por el exceso de compuestos nitrogenados que se vuelven toxicos (NH4, NO,,
NOs) o causadas por condiciones ambientales extremas, desequilibrios
alimenticios, y factores genéticos (Brock and Lightner, 1990; Braca, 1992;

Johson, 1995; Lightner, 1996).

La utilizacion exclusiva de larvas provenientes de reproductores certificados y
realizando seleccion genética de lineas resistentes ha permitido de combatir las

enfermedades virales y causadas por bacterias intracelulares.

El perifitdn es una comunidad compleja de microbiota que tiene el potencial de
incrementar la produccion del estaque, de mejorar la calidad de agua, reducir la

dependencia de recursos externos y reciclar los nutrientes

En acuacultura se estudia cada dia mas la utilizacion del perifitdn para mejorar las
condiciones de cultivo y aumentar la productividad. En definitiva, el perifiton

presenta la ventaja de alimentar a los camarones con masa microbiana.
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Por todo lo anteriormente descrito la presente investigacion tuvo como propaosito,
identificar las comunidades bacterianas que componen el perifitdn natural dentro
de piscinas de cultivo utilizando técnicas de Microbiologia tradicional y técnicas
de Biologia Molecular, posteriormente realizando bioensayos con geotextiles que
permitieron seleccionar las bacterias beneficiosas para finalmente aplicarlas en los

sistemas de cultivo en donde se evaluaran sus efectos beneficiosos.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GENERAL:

e Utilizar bacterias beneficiosas del perifiton a través de bioensayos de
fijacion en substratos artificiales (geotextiles) que permitan evaluar los
efectos favorables en el cultivo de Litopenaeus vannamei en Tumbes

(Peru).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Obtener un banco de cepas bacterianas nativas del perifiton, mediante su
aislamiento desde substratos artificiales (geotextiles), en cultivo de
Litopenaeus vannamei para posteriores estudios de identificacion y

cultivo

¢ Identificar las bacterias aisladas mediante técnicas de Biologia Molecular a
partir del gen ribosomal 16Sr para su registro como componente del

perifiton.

e Desarrollar un protocolo de cultivo y siembra de estas cepas que
colonicen geotextiles y tractos digestivos de camarones para la utilizacion

en el sistema de cultivo del Litopenaeus vannamei
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Evaluar el potencial de los substratos artificiales (geotextiles) inoculados
con bacterias, mediante bioensayos que permitan la comprension de los
efectos beneficiosos de estas cepas bacterianas en los niveles de
produccion (supervivencia y crecimiento), de cultivo del Litopenaeus

vannamei
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3. HIPOTESIS

La utilizacion de bacterias fijadas sobre substratos artificiales (geotextiles) dentro
del sistema de producciéon de camardn blanco Litopenaeus vannamei ayudara a

mejorar los niveles de supervivencia y crecimiento del camarén.
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CAPITULO IT

4. ANTECEDENTES.

4.1 Importancia del perifiton en los sistemas acuaticos.

El perifiton, definido como una comunidad compleja de microbiota que se
encuentra asociada a un substrato natural o artificial sumergido en el agua, cobra
gran importancia tanto en ambientes I6ticos (sistema de agua corriente como en
los rios, arroyos y manantiales) como Iénticos (es de agua quieta o de escaso
caudal como en los lagos, estanques, pantanos y embalses). La comunidad del
perifiton comprende: bacterias, hongos, protozoarios, fitoplancton, zooplancton,
organismos bentdnicos, detritos organicos y un rango de otros invertebrados y sus

larvas. (Van Dam et al. 2002).

La importancia que en general se atribuye al perifiton en los ecosistemas acuaticos
fue resumida por Moreira (1998) quien destacé su produccidén de metabolitos
organicos que alimentan diversos organismos; su contribucién con mas del 70 %
de la materia organica a la productividad total; sus altas tasas de reciclaje de los
nutrientes (compuestos nitrogenados y fosfatados); su posibilidad de proporcionar
alimento a varios tipos de organismos, contribuye a la fijacion del carbono en
ecosistemas acuéticos, excelente indicador de cambios ocurridos en el medio

acuatico, es usado para mejorar la calidad del agua en lagos y reservorios.
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Para mantener una alta produccion primaria dentro del perifiton se ha sugerido
que exista una relacion mutualista entre las algas y las bacterias permitiendo un
ciclo interno eficaz de nutrientes incluyendo el carbono. Asi, las bacterias pueden
tomar los exudados algaceos y las algas pueden beneficiarse de la regeneracion de
los nutrientes realizados por las bacterias. Una relacion tan mutualista ha sido
divulgada por varios autores y puede dar lugar a alta actividad bacteriana dentro

de biofilms autotroficos.

4.2. El perifiton: un alto potencial para la acuacultura.

Para que la acuicultura se consolide como una actividad econémicamente viable y
ecoldgicamente sustentable, debe superar algunos retos entre los que destaca el de
entender el importante papel del alimento natural (incluyendo microorganismos),
en la dieta completa de especies bajo condiciones practicas de cultivo. En
acuacultura se estudia cada dia mas la utilizacion del perifiton para mejorar las
condiciones de cultivo y aumentar la productividad. En definitiva, el perifiton
presenta la ventaja de alimentar a los camarones con masa microbiana que se
estaria regenerando a través de la absorcion de los nutrientes del agua lo que

permite disminuir la cantidad de alimento ofrecido.

En los ultimos afios el perifitdn se considera un grupo poco estudiado, rico en

diversas formas, géneros y especies, con un alto potencial para ser usado como
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fuente de alimento vivo para los organismos que se cultivan con interés comercial
y que presenten habitos bentonicos al menos en alguna fase de su ciclo de vida

(Alfonso, et al. 2004).

Los sistemas de acuacultura basados en perifitobn ofrecen la posibilidad de
aumentar la produccién primaria y la disponibilidad del alimento (Huchette,
Beveridge, & de Baird; Irlanda 2000; Azim, Wahab, van Dam, & de Beveridge;
Verdegem 2001) La disponibilidad del alimento natural para los organismos
cultivados es méas alta en los sistemas basados en substratos debido a que el
perifiton sirve como alimento adicional ademas del fitoplancton (Miller & Falace
2000; Azim 2001). La nueva produccion primaria y la produccion secundaria
béntica de las comunidades fijadas en el substrato artificial sirven como una
nueva red alimenticia, terminando como biomasa de los organismos cultivados.

(Miller & Falace 2000).

Trabajos relacionados con la alimentacion indican que los camarones podrian
aprovechar mas del 40 — 50 % del perifitdbn para su metabolismo (Journal
Experimental Marine Biology Ecology, 34:788-96, 2007; Aquaculture Research,

35: 508-515, 2004).

Segun estudios realizados por Goldman y Horne (1994), las comunidades que

componen el perifiton, representan un rol importante en el desarrollo de la red
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alimenticia de ecosistemas loticos, debido que el pastoreo (bidimensional) de éste
resultan ser, mecanicamente, mas eficiente que la filtracion (tridimensional) de

fitoplancton.

El perifiton, ha sido utilizado como alimento en cultivos de tilapia Oreochromis
niloticus (Phillips et al., 1994). Estudios realizados por Dempster et al. (1993,
1995) demostraron que la tasa de ingestion en tilapias, es mayor cuando

consumen organismos propios del perifiton que fitoplanctonicos.

En la India se realizaron pruebas para determinar los efectos del perifitdn sobre la
produccién de carpas (Rohu, Labeo rohita y Gonia, Labeo gonius), para ello se
compararon los resultados obtenidos entre el sistema de cultivo tradicional y uno
que incluia fragmentos de bamb0 como substrato para el desarrollo del perifiton.
La produccion de Rohu, fue superior en un 75 % en el sistema de cultivo con
bambd que el tradicional, mientras que para Gonia, no hubo mayores variaciones

entre ambos sistemas. (Azim et al 2001).

Abreu et al. (2007), estudiando la contribucién del perifiton y alimento artificial
sobre el crecimiento de F. paulensis en tanques y rediles, observaron que en los
rediles, la especie preferentemente consumio diatomeas céntricas y concluyeron

que el camardn ingiere selectivamente algunos microorganismos del perifiton o
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asimila diferencialmente compuestos especificos del alimento artificial, debido a

la digestibilidad diferencial.

En Venezuela, datos de 8 ciclos de cultivo larvario demostraron que el uso de
aquamats, reduce en 60 % el alimento suplementario y aumenta la sobrevivencia
de 74% a 82%, mientras que en Ecuador, se utilizaron los aquamats para cultivo
larvario de Litopenaeus vannamei, con los siguientes resultados: un ahorro de 4
dias en el ciclo de cultivo, 50 % de ahorro en el uso de artemia, y un 85 % de

sobrevivencia PL-1 y PL-12. (Campafia 2004).

El ensamblaje del perifitobn es un componente importante del ecosistema que
funciona, limpiando grandes cantidades de nitrogeno y de fosforo de la columna
de agua (Blumenshine 1997), proporcionar una fuente nutritiva facilmente
disponible de alimento para el pastoreo de invertebrados (Fink y VVon Elert 2006)
y actia como un componente clave de metabolismo del sistema, siendo un
productor primario importante y por lo tanto un removedor importante del CO, de

los ecosistemas acuaticos.

4.3 Substratos artificiales para la colonizacion del perifiton.

El mejor método para el estudio de la colonizacion y sucesion del perifiton, es el

uso de substratos artificiales. Son ideales para estudiar ritmos de colonizacion,
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interacciones entre poblaciones, impacto por contaminantes, y para comparar
distintos ambientes entre si (Lin y Shao 2002). Los substratos artificiales (vidrio,
plastico, cerdmica y madera, entre otros) permiten realizar estimaciones
cuantitativas con relativa precision, de facil manipulacion y son indicados para
analizar estrategias adaptativas de los organismos al habito perifitico (Roldan

1992).

En acuacultura se han utilizado los substratos artificiales para mejorar la calidad
del agua y la produccion de la especie cultivada, se han utilizado varios tipos de
materiales tales como plasticos, bamb(, madera, jacinto de agua, red de nylon
(Huchette y Beveridge, 2005), PVC (Keshavanath et al, 2001), hojas plasticas
(Tidwell et al. 1998) y materiales creados para requisitos particulares como

Aguamats (Bratvold y Browdy, 2001) se han utilizado como substratos.

Los substratos artificiales constituyen una superficie adicional para incrementar la
produccidén natural del agua de los estanques a través de la fijacion de perifiton o
biofilm los que proveen de un alimento natural suplementario para los cultivos,
permitiendo aumentar la capacidad de carga de estos sistemas, mejorando su
produccién y productividad a menores costos. Asi mismo, los organismos del
perifiton biofiltran el agua de cultivo generando efluentes mas limpios y de

minimo impacto sobre los ecosistemas exteriores a los sistemas de cultivo.
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El perifiton fijado a substratos artificiales proporciona un habitat adicional para
potenciales organismos que sirven de alimento para el camardn, pueden servir
como un refugio para pequefios crustaceos o camarones que son vulnerables al
canibalismo. Del mismo modo crean un habitat para bacterias nitrificantes y
denitrificantes que pueden proporcionar mejor calidad de agua en el cultivo por
convertir el nitrogeno toxico residual en formas menos tdéxicas (Otoshi et al.

2006).

El substrato proporciona al perifiton estabilidad contra la corriente y los cambios
de flujo. Debido a que el perifiton puede colonizar diferentes substratos (arena,
sedimento, rocas, plantas y animales), se considera como uno de los factores que

determina la abundancia y composicion de la comunidad. (Gualtero 2007).

Martinez et al. (2004), refieren que los substratos artificiales proveen una fuente
de alimento natural, biofiltracién y estructura (para soportar densidades de

siembra més altas y reducir la depredacion).

La orientacion del substrato (horizontal o vertical), es también un factor
importante, (Acs y Kiss, 1991). A partir de varios estudios resulta conveniente
emplear la disposicion vertical para restringir Unicamente la colonizacion de
especies propias del perifiton, ya que ésta orientacion reduce la acumulacion del

detritus y a su vez la acumulacion de especies planctonicas. (Lane y Taffs 2003).
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La estratificacion vertical de la comunidad es representante de la respuesta de
organismos a los gradientes de la luz, oxigeno, sulfuro, y pH en la relacion con

sus requisitos fisioldgicos.

Los substratos introducidos en un agua de superficie para la colonizacion bidtica
se han utilizado extensivamente para caracterizar las comunidades algaceas que
habitaban ecosistemas acuéticos. Se han utilizado para estudiar la colonizacion, la

sucesion, la dinamicay la contaminacion.

Estos substratos representan un ejemplo tipico de las asociaciones microbianas
estratificadas en una microescala segun la fisiologia de los organismos y los
gradientes fisicoquimicos del ambiente. Son sistemas altamente productivos y la
materia organica formada por fotosintesis oxygenica en el milimetro mas
predominante se recicla casi totalmente en capas mas profundas a través de

metabolismos aerobios y anaerobios.

En acuacultura los substratos microbianas se han utilizado como alimentacion
para la Tilapia, Oreochromis niloticus (Phillips 1994) y como sistema de
filtracion de efluentes, y como transformadoras de compuestos nitrogenados

(Bender 2004; Lee 1996).
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4.4 Bacterias en el Perifiton.

Las bacterias pueden adherirse a las superficies naturales o artificiales y formar

las comunidades multicelulares sésiles conocidas como biofilms (Dalton 1998). El

biofilm es el agregado de microorganismos y productos extracelulares asociados a

un substrato. Dentro de todos los microorganismos que componen el perifiton, las

bacterias son las mas importantes debido a que:

Son las primeras a colonizar el substrato, y que en funcion de ellas se

desarrollan las otras comunidades de microorganismos.

Las bacterias favorecen la fijacion de las diatomeas a la superficie del

geotextil. (Riemann et al. 2000).

El biofilm bacteriano contribuye al crecimiento de las larvas ya que le
provee de nutrientes esenciales (esteroles, acidos grasos esenciales,
aminoacidos y vitaminas) esto hace entonces una fuente complementaria

importante del alimento. (Thompson et al., 2002).

El consumo de bacterias probidticas fijadas en el geotextil permite de
colonizar el intestino del camardn lo que ayuda a combatir enfermedades
como la vibriosis mejorando asi la produccion en el sistema de cultivo.

También, grandes cantidades de bacterias capaces de fijarse tienen la
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capacidad de producir enzimas extracelulares que mejoraran la asimilacion

del alimento.

e Las bacterias juegan un rol importante en la los ciclos de mineralizacion de
la materia organica a didxido de carbono, maximizando la productividad
primaria que estimula la produccién de camardn, la nitrificacion vy
desnitrificacion. Las bacterias transforman sustratos complejos en formas
mas faciles de utilizar por otros organismos heterotréficos, dando una
continuidad al flujo del carbono en el ambiente acuatico (Smith et al.,

1995).

Buford et al. (2005), en el cultivo intensivo de camarones, estimaron que la biota
natural dominada por particulas de floc bacterianos contribuyeron sustancialmente
a la nutricion del camardn sin importar la talla. Esto es complementado por
Avnimelech (2000) en Ballester et al. (2003) quienes determinaron que la
presencia de microorganismos fijados a substratos en tanques de cultivo aumento
la eficiencia de conversion proteica de 20 % a 25 % hasta 45 %, concluyendo que
estos convierten el actual nitrdgeno inorganico en el agua y lo ponen a disposicién
bajo la forma de proteina microbiana que es ingerida por los organismos

cultivados, ahorrando el alimento balanceado suministrado.

La funcion principal de bacterias heterotroficas en las interacciones con el

fitoplancton es degradacion de la materia organica y la produccion de biomasa de
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la célula, que esta principalmente acanalado a niveles tréficos més altos de la red
alimenticia acuatica. Las bacterias también aumentan las probabilidades de la
agregacion del fitoplancton o otras particulas y actdan como estabilizadores. Por
lo tanto, las bacterias libremente o asociado firmemente al fitoplancton pueden
aumentar eficientemente la sedimentacion y el retiro de la materia organica de la

columna de agua.

Bender y Phillips (2004) indican que los substratos microbianos se presentan en la
naturaleza como comunidades estratificadas de cianobacterias y bacterias, pero
que ellas pueden ser cultivadas a gran escala y manipuladas para una variedad de
funciones; Ademas reportan que las funciones de los substratos bacterianos
cubren areas de la acuicultura y la biorremediacién. En este sentido, las
investigaciones actuales examinan el rol de los substratos en la nitrificacion de los

efluentes de la acuicultura enriquecidos de nutrientes.

4.4.1 Colonizacidon de Bacterias en Substratos Artificiales.

Dentro del proceso de colonizacion de una superficie sumergida, las bacterias son
consideradas como una comunidad importante por ser los primeros organismos
colonizadores ademas influenciando en la fijacion de otros microorganismos a
través de relaciones inter-microbianas. Para este proceso las bacterias forman un

“Biofilm bacteriano” que se define como la adhesion de bacterias a un substrato
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que se estabilizan gracias a la produccion de polimeros extracelulares que
permiten su fijacion. Estas pueden presentar una unica especie o un abanico de

especies diferentes (Davey y O’Toole; 2000, Kraigsley et al 2002).

No todas las bacterias son capaces de adherirse a un substratos, hay ciertas
bacterias que sufren cambios en su morfologia para poder adherirse al substrato,
ademas estan van a depender de las primeras bacterias para poder fijarse a este
proceso es denominado como “Biofilm bacteriano” El proceso empieza a
formarse cuando alguna célula individual se une inicialmente a una superficie,
después de la unién, la célula empieza a desarrollarse y a esparcirse sobre la
superficie en una monocapa, mientras forma micro colonias, mientras tanto, las
células cambian su comportamiento y dan lugar al biofilm maduro, uno de estos
cambios es la produccién de la matriz de exopolisacéaridos que cementara todo el
conjunto (Danese et al. 2000). Ademas estas primeras bacterias fijadas en el
substrato artificial favoreceran la dinamica de adhesion de los colonizadores
sucesivos (bacterias colonizadoras secundarias, micro algas, protozoarios,

nematodos y otros).

El biofilm se puede dividir en cuatro fases: 1) adsorcion de los compuestos
organicos disueltos, es decir macromoléculas que atan a las superficies
sumergidas siendo un proceso fisicoquimico espontaneo; 2) establecimiento
bacteriano, después de la colonizacion bacteriana comienza a producir las

sustancias poliméricas extracelulares (EPS), estas las protegen contra
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depredadores, y aumentan su resistencia a la radiacion y a la deshidratacion; 3)
colonizacion por los microorganismos unicelulares eucariéticos, principalmente el
protozoario, las microalgas y cyanobacterias y 4) establecimiento de organismos

multicelulares eucarioticos.

La composicion de especie de biofilms depende sobre todo de los aspectos
cualitativos y cuantitativos del indculo, la luz, el substrato, la fuente nutriente, la
competicion son importantisimos en la determinacion de si la superficie
colonizada se convertird en un ecosistema dindmico del biofilms, o si organismos

mas altos se estableceran para producir una comunidad del climax (Biggs 1996).

Los organismos de Biofilm producen una medida de proteccion contra los agentes
antagdnicos que estan presentes en el ambiente. Proteccion contra bacterias liticas
tales como Bdellovibrio spp, los efectos toxicos de los metales pesado, y los
agentes bactericidas son ventajas importantes producidas a microorganismos

dentro de biofilms.

Las sustancias poliméricas extracelulares también tienen el potencial para prevenir
el acceso de ciertos agentes antimicrobianos actuando como intercambiador de
iones (Gilbert 1997). Ademas, pueden proporcionar la proteccién contra una
variedad de tensiones ambientales por ejemplo radiacién ultravioleta, cambios del

pH, chogue osmotico, y desecacion.
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La composicién y las caracteristicas de las sustancias poliméricas extracelulares
se han identificado en estudios de ciertos organismos modelo como: Pseudomonas
aeruginosa (Wingender, 2001). Abarcan principalmente de exopolysacaridos:
(40 — 95 %), de proteina (1 — 60 %), de acidos nucléicos (1 -10 %), y de lipidos

(1 40 %).

Los mats microbianos desarrollados en aguas superficiales estdn compuestos
primariamente de cianobacterias y diatomeas oxigénicas (en las capas mas
superiores), bacterias purpuras y verdes sulfurosas (en las capas intermedias) y
bacterias reductoras de sulfatos (en las capas profundas). También se observan
poblaciones de microorganismos heterétrofos y fermentativos y oxidantes de
sulfuro que no forman capas estables y no tienen una posicion definida en los

tapetes. (Navarrete et al., 2000).

4.5 Aislamiento de Bacterias.

El aislamiento consiste en separar un tipo de microorganismo a partir de una
poblacion que los contiene de varios tipos. En habitats naturales, raramente
encontramos a los microorganismos en cultivo puro (un solo tipo de
microorganismo), por lo tanto es necesario hacer algin procedimiento de

aislamiento para separar e identificar los distintos tipos de microorganismo
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presentes. El aislamiento se puede lograr directamente a partir de una muestra

cuando el o los microorganismo esta en una proporcion adecuada.

Cuando el microorganismo que se desea aislar e identificar se encuentra en baja
proporcion en la muestra, o interesa un solo tipo de microorganismo se lleva a
cabo un procedimiento llamado bdsqueda que involucra una primera etapa de
aumento del namero de microorganismos del tipo que se desea aislar en relacion
al resto de la poblacién. Luego se aisla por el método de estrias o por dilucion y se

identifica.

4.6 ldentificacion de Bacterias.

Casi todos los miembros de una misma especie bacteriana deben poseer un
sistema metabdlico similar, por lo que las enzimas y metabolitos presentes en la
bacteria, no diferirdn mucho entre si. La dificultad en la identificacion de una
especie bacteriana estriba en que los enzimas o moléculas responsables de

determinados procesos metab6licos no siempre se expresan fenotipicamente.

La identificacion es un proceso por el cual debemos determinar a qué especie
pertenece una determinada cepa bacteriana, mediante la comparacion de una serie

de caracteristicas que pueden ser puestas en evidencia en el laboratorio.
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Las caracteristicas que se tienen en cuenta para lograr una correcta identificacion

son las siguientes:

Caracteristicas bacterianas: Medios en los que crece, temperatura, atmdsfera de

crecimiento (crecimiento en aero o anaerobiosis) y morfologia de las colonias.

Caracteristicas estructurales: Tincion de Gram, morfologia, dimensiones, forma

de agruparse, presencia de estructuras (capsula, flagelos, esporas) y movilidad.

Caracteristicas metabolicas: Accion bacteria/sustrato: (Enzimaticas, no
enzimaticas), Accion agente quimico/bacteria: (Pruebas de susceptibilidad),
determinacion de metabolitos libres, caracteristicas inmunoldgicas y analisis de

DNA.

En el proceso de identificacion tradicional se establecen tres niveles de
procesamiento: el primero hace referencia a la morfologia y a su comportamiento
ante la tincion de Gram u otras tinciones que se utilicen especificamente para cada
grupo, el segundo nivel de identificacion debe especificar el género al que
pertenece el microorganismo, por ualtimo, la conclusion debe hacerse con la

identificacion a nivel de especie.
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4.6.1 ldentificacion por técnicas moleculares.

En bacterias, la identificacion de especie a nivel molecular se basa en el analisis
del gen que codifica para el ARN ribosomal de la subunidad I6S (I6S rRNA). Esta
molécula de alrededor de 1.500 pb, presente en todas las bacterias, fue la primera
en utilizarse para identificacion bacteriana y ha sido la mas ampliamente utilizada
para estudios de filogenia y taxonomia bacteriana, lo que ha contribuido a que
existan amplias bases de datos. Generalmente, es suficiente analizar las primeras
500 pb de este gen, ya que es la region mas variable, pero en otros casos no es
posible resolver a nivel de especie aun secuenciando el gen completo, por lo que

se debe recurrir al estudio de otros sitios del genoma.

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada
en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacion como cronémetro
molecular fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970. Los
estudios de Woese originaron la divisién de los procariotas en dos grupos o
reinos: Eubacteria y Archaeobacteria, cuya divergencia es tan profunda como la
encontrada entre ellos y los eucariotas. Ademas, permitieron establecer las
divisiones mayoritarias y subdivisiones dentro de ambos reinos. Posteriormente,
Woese introdujo el término dominio para sustituir al reino como categoria
taxonémica de rango superior, y distribuyd a los organismos celulares en tres
dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya, el ultimo de los cuales engloba a todos

los seres eucariotas. Desde entonces, el analisis de los ARNr 16S se ha utilizando
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ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas dentro del mundo
procariota, causando un profundo impacto en nuestra vision de la evolucion v,

como consecuencia, en la clasificacion e identificacion bacteriana.

La identificacion de microorganismos por PCR universal a partir de cultivo se ha
convertido en una herramienta importante en laboratorios de referencia, sobre
todo para identificar microorganismos con caracteristicas fenotipicas equivocas y
también para clasificar bacterias u hongos poco comunes, por lo que se espera que

se incorpore cada vez mas a la rutina del laboratorio clinico.

El uso de técnicas para la deteccion de acidos nucléicos como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) ha tenido un gran impacto en el diagndstico
microbioldgico, ocupando un lugar importante en el laboratorio clinico. La
mayoria de las técnicas en uso han sido disefiadas para la deteccién especifica de
un microorganismo. Sin embargo, también es posible identificar el agente
etioldgico aunque se desconozca la especie o el género, utilizando cebadores
universales para amplificar el ADN de bacterias y hongos, y luego secuenciar para
identificar la especie (PCR universal o de amplio espectro). Esta metodologia se
aplica en cultivos dificiles de clasificar por técnicas fenotipicas, pero también se
ha comenzado a utilizar directamente en muestras clinicas, en las que la deteccion
e identificacién del agente infeccioso por técnicas tradicionales resulta dificil o no

es posible.
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La PCR universal consta de dos etapas: la amplificacion del ADN bacteriano o
fangico de la muestra y la posterior secuenciacion del fragmento de PCR para la
identificacion del microorganismo. Las regiones del genoma que se utilizan deben
cumplir con caracteristicas fundamentales: a) estar presentes en todas las especies
bacterianas o fungicas; b) contener secuencias altamente conservadas a las cuales
van dirigidos los cebadores; c) incluir secuencias polimorficas para poder

diferenciar distintas especies.

Luego de amplificar y secuenciar el fragmento, la secuencia obtenida se compara
con aquellas depositadas en bases de datos publicas como Genbank del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o

RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical Organisms, www.ridom.de).

Para el alineamiento de secuencias estan disponibles programas como BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) que permiten la comparacion de
secuencias on line. Aunque aun no hay definiciones claras respecto de los
porcentajes de similitud (entre secuencia obtenida y la de referencia) para
delimitar la pertenencia a una especie o género, estan disponibles hoy guias como
las del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), con criterios para la
interpretacion de los resultados que son de gran ayuda para los laboratorios que

realizan estas metodologias.
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4.7. Beneficios de las bacterias del Perifiton en los sistemas de cultivo

(camardn).

La presencia del biofilm bacteriano en sistemas de cultivo ayuda a mantener la
calidad del agua en buen estandar debido a la absorcion de la produccién del
amonio, del fosfato y del oxigeno (Thompson et al. 2002). Por otra parte aumenta
la supervivencia y las tasas de crecimiento de varios organismos cultivados.
(Huchette et al. 2000; Azim et al. 2001, 2002, 2003, 2004; Bratvold & Browdy

2001; Mridula et al. 2003; Keshavanath al. 2004).

Balleste et al 2007, demostré que el consumo del biofilm por el camarédn rosado
Farfantepenaeus paulensis significativamente aumenta la supervivencia y tasas de

crecimiento.

Thompson et al. 2002. Los microorganismos presentes en el biofilm representan
una fuente complementaria de alimento, proporcionando los nutrientes esenciales,
acido grasos poliinsaturados (PUFA), esteroles, aminoacidos, vitaminas y

pigmentos que ayuda a un mejor desarrollo de organismos cultivados.

Davey & OToole 2000. La matriz orgénica del biofim representa una fuente de

polisacaridos, proteinas, &cidos nucleicos y otros polimeros.
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Van Dam et al. 2002. Las medidas de la calidad nutricional del biofilm indican
que su contenido proteico puede variar a partir de 12 — 30 % del peso seco,
mientras que el contenido de lipido representa 2 — 9 % de la materia seca del
biofilm. La calidad nutricional del biofilm varia probablemente segln las
condiciones iniciales de cultivo y los sistemas de fertilizacion y la sucesion

microbial.

4.8 Cultivo de Camaroén en Perd.

La acuicultura de camarones peneidos en el Per( se inici6 en la década del 70 en
el departamento de Tumbes, Unico con una porcién de territorio con condiciones
climéticas apropiadas. Debido a lo atractivo de esta industria, rapidamente
adquirio un importante rol en la economia de esta region, y por muchos afios en la

principal actividad de la acuicultura peruana.

Tradicionalmente el cultivo de camarones en el Per( se estuvo practicando en
sistemas semi-intensivos de 1 a 20 Has; sin embargo, en los ultimos afios muchas
empresas han cambiado sus sistemas de produccion, con una medida de
prevencion de enfermedades, incursionando en sistemas intensivos con lo cual

han logrado incrementar su produccion.
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Aln cuando los sistemas intensivos son mucho mas productivos que los
extensivos o semi-intensivos, éstos requieren de costos de produccion mas altos y
tienen un mayor impacto ambiental negativo, debido al mayor consumo de agua y
a la descarga de efluentes. No obstante, estos impactos se pueden disminuir con

tecnologias de cultivo de cero descargas.

En el caso del Perd, la actividad camaronera tiene dos etapas importantes: antes y
después del virus de la “mancha blanca”. Segun Berger et al (2004) el método de
cultivo semi-intensivo (tradicional) era el maés empleado; esto significaba
estanques grandes, con una mayor tasa de recambio de agua, y con un menor
rendimiento por hectarea, sin embargo, en los ultimos afios cada vez son mas las
camaroneras que han reconvertido sus sistemas de cultivo tradicionales a sistemas

mas intensivos.

Los cultivos intensivos se caracterizan por el empleo de estanques de menor
tamafio y una mayor densidad de cultivo. Su principal ventaja radica en que se
puede ejercer un mejor control del cultivo. Actualmente, este tipo de sistema esta
ganando una mayor participacién, debido a que permite ampliar la frontera del
cultivo de camarones al sur (través del uso de invernaderos), ademas, se puede
emplear en zonas alejadas de la costa y permiten establecer medidas efectivas de

bioseguridad.
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La especie cultivada en el Per0 es el Litopenaeus vannamei o camaron blanco. En
este pais el cultivo de esta especie se ha intensificado debido, principalmente, al
aumento de la demanda mundial, a la disminucién de los volimenes obtenidos por
extraccion, la rentabilidad de su cultivo y a su gran importancia como generador
de divisas, pretendiéndose alcanzar una mayor produccion segln la demanda y

cotizacion internacionales.

En el 2009, la exportacion de crustaceos crecié 9.9 % durante el primer trimestre
sumando ventas por 18 millones 387 mil dolares, superior a los 16 millones 387
mil délares registrados en similar periodo del 2008, segun la Asociacion de
Exportadores (Adex). Actualmente, Perl exporta colas de camarones hacia
E.E.U.U. y camarones enteros hacia Espafia, sus principales mercados de destino,
gracias a la viabilidad técnica y modelo de gestion biol6gico de alta seguridad que
le permite producir mas. Antes por 1 has se producia 2 TM al afio, ahora por 1 has
se produce hasta 40 TM con metodos intensivos, aunque la inversion es costosa,
dada la alta tecnologia que se usa (desarrollada basicamente por las empresas del

sector).

4.9 Principales enfermedades del cultivo de camarén en Peru.

Uno de los principales problemas del cultivo de camar6n en Peru lo constituyen

las enfermedades infecciosas, principalmente vibriosis y ricketsiosis, Sin
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embargo, este problema se ha vuelto superable, a corto plazo, a través de la
utilizacion exclusiva de larvas sanas provenientes de reproductores certificados y,
a mediano plazo, la seleccion genética de lineas resistentes. A pesar de esto, la
industria camaronera enfrenta otros problemas como son, el incremento de los
costos de produccion y la acumulacion de compuestos nitrogenados y fosfatados

provenientes de la acumulacion de alimento artificial en las piscinas de cultivo.

4.9.1 Enfermedades de tipo Bacteriana NHP — By Vibriosis.

La hepatopancreatitis Necrotizantes (NHP-B) es una enfermedad de origen
bacteriano causada por una Rickettsia. Las rickettsias son bacterias aerobias que
no poseen paredes celulares y que pueden ser controladas o destruidas por
antibidticos. La bacteria predominante de este grupo y mas patdgena es un
cocobacilo Gram-negativo con un diametro promedio de 0,36 micras, la cual
infecta y se multiplica en el citoplasma de las celulas epiteliales de los tbulos del
hepatopancreas (glandula digestiva en los camarones). Esta bacteria se reproduce
por fision binaria en la célula hospedera, ya que carece de un sistema enzimatico

que le suministre energia para la reproduccion.

La NHP — B causa atrofia, deformaciones y necrosis a los tubulos del
hepatopancreas. Al inicio causa una reduccion en el consumo de alimento en los

individuos, hasta que estos dejan de comer por completo.

55



En esta enfermedad se puede identificar tres fases: inicial, aguda y cronica. La
fase inicial se caracteriza por escasa melanizacion, atrofia tubular y un aumento de
la necrosis de las células y de los tubulos del hepatopancreas. En la fase aguda se
observa la atrofia severa de los tubulos del hepatopancreas, formacion de
granulomas en el tejido del hepatopancreas, que afectan a los tdbulos, ademas,
cantidades de bacterias en las células epiteliales. En la fase crdonica se observa el
epitelio de los tubulos del hepatopancreas con gran atrofia con formaciones de

nédulos hemoliticos mecanizados.

La NHP — B en su fase inicial no presenta signos de organismo enfermo, por ello,
es muy importante observar de manera sistematica los individuos en cultivo. Los
signos clinicos de las enfermedades en el camaron son muy similares, en el caso
de la NHP — B los méas comunes son: bajo consumo de alimento, nado erratico,
animales moribundos con palidez generalizada del cuerpo, en vista microscopica
del tejido hepatopancreatico se observan atrofias de los tubulos. La forma mas
adecuada de diagnosticar esta enfermedad es por histopatologia, confirmandola

con la técnica molecular PCR.

Las bacterias del género Vibrio, se han registrado a menudo como patdgenas
oportunistas para camaron tanto en la fase de larvicultura como en la engorda. En
cada una de estas etapas algunos vibrios se han perfilado como mas frecuentes, de

esta manera se ha reconocido la presencia de Vibrio parahaemolyticus, V.
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alginolyticus, V. vulnificus y Photobacterium daunselae, (anteriormente
clasificada como V. Damsela) principalmente en estanques de engorda de
camardn asi como V. harveyi y V. splendidus que se han detectado mayormente en
el cultivo larvario. Sin embargo, muchas de estas especies también han sido
encontradas en la hemolinfa y el hepatopancreas de juveniles sanos de L.

vannamei (Gémez-Gil et al., 1998).

La vibriosis puede ser definida como una infeccion causada por bacterias del
género Vibrio. Practicamente todas las especies de Vibrio han sido encontradas en
camarones con problemas, pero esto no implica que sean las responsables
primarias de la infeccién, sino que debido a su caracter oportunista, proliferan

cuando el camardén se encuentra debilitado.

La vibriosis sistematica esta enfermedad se considera una infeccién generalizada
que involucra varios sitios como: cuticula, hepatopancreas, o6rgano linfoide,
glandula antenal, corazén, hemolinfa y musculo estriado (Brock y Main, 1994).
Los camarones presentan sefiales de severo estrés que comprenden: opacidad de la
musculatura abdominal y anorexia (no comen), expansién de los cromatoforos y
flexion ocasional del abdomen cerca del tercer segmento abdominal; se les
observa nadando erraticamente en la superficie y orillas de los estanques
(Ruangpan y Kitao, 1992). La coagulacion de la hemolinfa es muy lenta y con
apariencia turbia. La cantidad de hemocitos puede reducirse drasticamente. En

larvas y postlarvas hay algunos sintomas claros de vibriosis que incluyen: la
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melanizacion y necrosis de la punta de los apéndices y la presencia de numerosas
y visibles bacterias en el hemocele de organismos moribundos. Los signos
clinicos también incluyen inflamacion tanto del hepatopancreas como del tejido
muscular infectado, normalmente contiene un fluido de apariencia lechosa en los

lugares donde se da la inflamacion (Ruangpan y Kitao 1992).

Vibrio harveyi es la bacteria causal de la vibriosis luminiscente y constituye parte
de la flora normal de las aguas costeras y lagunares. Este microorganismo puede
adherirse a las superficies de los crustdceos marinos o establecerse en el tracto
digestivo de dichos organismos al ser ingerido. Esta ruta de entrada, muy
probablemente, es el mecanismo por medio del cual este patdgeno, presente en
cantidad elevada dentro del estanque, puede ingresar al camarén a través del agua
o el alimento, iniciando asi una colonizacién. Los episodios de mortalidad han
sido precedidos por cambios en las poblaciones bacterianas de Vibrio en los
estanques con incrementos en la presencia de bacterias luminiscentes (Lavilla-

Pitogo et al., 1998).

El hepatopancreas es, principalmente, el érgano afectado por la mayoria de los
patdgenos bacterianos del camardn y es también el sitio mas dafiado por V.
harveyi. Este patdgeno invade masivamente el hepatopancreas, provocando
mortalidades como respuesta a una severa inflamacion que abarca a todo el
organo, en donde puede observarse también melanizacion, fibrosis y necrosis. En

los juveniles de mayor edad (mayores de 45 dias de cultivo), la infeccidn se
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presenta de manera crénica, en donde sélo unos cuantos tubulos del
hepatopancreas se ven afectados, lo que provoca un crecimiento lento. Este cuadro
causa severos problemas en el camaron debido a que el hepatopancreas tiene un
papel central en la realizacion de las funciones digestivas, pues ahi se absorben y
almacenan nutrientes, por lo cual, esta disfuncion altera severamente el desarrollo

del camaron.

4.9.2 Enfermedades de tipo Virales. WSSV, IHHNV'y BP.

La actividad camaronera en el Peru se vid afectada desde agosto 1999 con la
presencia del virus de la mancha blanca, que causé mortalidades masivas en los

sistemas de produccion.

El WSSV, este virus es ahora y ha sido por algun tiempo la mas seria amenaza
que ha enfrentado la industria del cultivo de camar6én en Latinoamérica (desde
1999) y en Asia (desde 1992). Es un virus de doble cadena de ADN, presenta
forma eliptica a cilindrica, membrana trilaminar. El genoma tiene tamafio
aproximado de 290 Kbp, lo cual lo hace uno de los virus mas complejos que

infectan al camarén.

Durante la fase aguda de la enfermedad los camarones tienden a mostrar una

reduccion en el consumo de alimento, se vuelven letargicos, la cuticula se
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desprende facilmente y presenta manchas blancas (de ahi el nombre dado a la
enfermedad) de aproximadamente 0.5 a 20 mm de diametro, las cuales son mas

notables en la parte interna del caparazon.

Cuando el sindrome del virus de la mancha blanca se presenta en forma cronica
ocurre mortalidad pero no es completa, aparecen pequefias cantidades de
camarones muertos con manchas blancas en cada muda y pareciera que la
infeccion no se ha dispersado en el estanque; si ocurrieran fuerte factores de

estrés, las mortalidades se incrementan rapidamente.

La transmision del WSSV se produce tanto por cohabitacion con crustaceos
infectados, y de forma experimental, altas diluciones (10”/ml) del virus en el agua
son infectantes. Igualmente se puede transmitir el virus por ingestion, bien en
fendmenos de canibalismo, predacion, o por inclusion en la dieta de crustaceos

infectados.

También se ha comprobado la via vertical, donde el virus se transmite por células
de las oogonias, y a través de células conectivas presentes en el espermatoforo,
infectando los huevos antes de la eclosion. Esta via de transmision tiene una fuerte
repercusion economica, al morir las larvas antes de la eclosion y por tanto
reducirse la productividad, pero no tanta trascendencia en la transmision de la

enfermedad (Lo y Kou, 1998).
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El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV)
presenta una simetria icosaédrica, carece de envoltura, mide aproximadamente 22
nm, contiene ADN unicatenario linear de un tamafio estimado en 4.1 kb, y posee
una capside con cuatro polipéptidos . El virus ha sido clasificado como miembro

de la familia Parvoviridae.

Los modos de transmision del Virus: Son las importaciones de camarones Vvivos
en todas sus fases de desarrollo para uso en acuicultura, las importaciones de

insumos para acuicultura tales como artemia, poliquetos, etc.

IHHNV se caracteriza por provocar infecciones persistentes y latentes en
poblaciones de P. stylirostris, L. vannamei y P. monodon; estos portadores
asintomaticos pueden transmitir verticalmente la infecciébn a su progenie y

horizontalmente a otras poblaciones.

En L. vannamei IHHNV causa una enfermedad cronica conocida como ‘sindrome
de la deformidad y del enanismo’ (RDS), caracterizada por una baja produccion,
aumento en la variabilidad del tamafio de los camarones, indices reducidos de

crecimiento y deformaciones cuticulares.
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La aparicion del sindrome RDS es el sintoma mas tipico de la infecciéon por
IHHNV. Los camarones pueden presentar desviacion o deformidades del rostrum,
antenas arrugadas, aspereza del caparazén y otras deformidades cuticulares. Los
juveniles presentan una variacion de tamafios muy grande, con una proporcion de

camarones pequefios “‘enanos” mayor a lo esperado normalmente.

La transmision ocurre rapidamente por canibalismo de los camarones débiles o
moribundos. IHHNV puede ser transmitido de un camardén a otro a través del
agua, pero esta forma de transmision es menos eficiente que la que ocurre por
canibalismo. Aunque se sabe que la transmision vertical ocurre y que es
importante para la dispersion del virus, todavia no se ha determinado el

mecanismo exacto.

El BP (Baculovirus penaei) estan incluidos solo o en grupos en estos cuerpos de
inclusion polihedrales (CIPs). Los viriones tienen forman de baston y contienen
ADN de doble banda. Los cuerpos de inclusién polihedrales se hallan en el nicleo
de las células epiteliales del acinus de la hepatopancreas (region mas externa de
esta glandula) y con menos frecuencia en el nucleo de las células del intestino
medio en los camarones infectados En infecciones de leves a moderadas los CIPs
ocurren en focos, pero en fuertes infecciones estos se distribuyen
homogéneamente. Estos CIPs son tetrahédricos o piramidales en forma

tridimensional, ubicandose en la clase polihédrica con simetria
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El diagnostico de este baculovirosis puede hacerse basada en la demostracion de
la presencia de los CIPs en el nucleo de la células epiteliales en preparados
frescos, tomados a partir del hepatopancreas e intestino medio de los camarones y

examinados al microscopio de luz.

Presencia de camarones amarillo café, intestino semivacio, cromatoforos del
intestino expandidos de color anaranjado, pérdida parcial o total de lipidos en el
hepatopéancreas, coloracion amarillenta palida de los tubulos, no se observan
dafios o deformaciones en la estructura de los tabulos, no se observa infiltracion
de hemocitos ni de flora bacteriana, con o sin presencia de cuerpos de oclusion.
Normalmente se presenta antes de los eventos de mancha blanca, aunque no se
observa mortalidades durante su episodio, a mayor incidencia de BP mayor

afectacion por WSSV.

4.10 Estudios realizados sobre enfermedades de camarones en Perd.

El Instituto del Mar del Perd (IMARPE) sede Regional de Tumbes, evaluo la
distribucion y prevalencia del WSSV en diferentes especies de crustaceos de la
zona de esteros (2001 al 2006) y en estanques de cultivo intensivo y semiintensivo
de Litopenaeus vannanei (2006) de la region de Tumbes. Para los afios 2001 al
2004 se colectaron 3633 muestras, las que estuvieron constituidas por postlarvas,

juveniles y preadultos de peneidos (Litopenaeus vanname. P. stylirostris, P.
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occidentalis y P. californiensis) otros crustaceos (Metamysidopsis sp.,
Macrobrachium sp., Palaemon sp., Callinectes sp., Uca sp., Panopeus sp.,
Grapsus grapsus, Callapa sp., Ocypode sp., Ucides occidentales y Oediplax
granulatus) Adicionalmente en los afios 2003 y 2004 se colectaron 126 muestras
de postlarvas de peneidos de las playas de litoral de Tumbes. Las muestras fueron
analizadas por Nested-PCR, del total de muestras de esteros analizadas, el 4.8%
fueron positivas al Virus de la Mancha Blanca, siendo las postlarvas, juveniles y
preadultos de peneidos los organismos mas afectados, seguidos de Callinectes sp.,
de las muestras de playa, el 7.8% fueron positivas al virus. Durante los afios de
muestreo la temperatura promedio del agua fue de 26.9 °C, la salinidad tuvo

valores minimos de 8.0 y méximos de 45.8 UPS.

Durante el 2005 se colectaron 1270 muestras, que fueron analizadas por las
mismas técnicas moleculares que en afios anteriores, obteniéndose una ocurrencia
de WSSV del 3.3 %, siendo igualmente positivos a la infeccién las postlarvas,
juveniles y adultos de peneidos, asi como Palaemon sp., Uca sp., Callinectes sp.,

Panopeus sp., y Grapsus sp.

Para el afio 2006 se colecto 1611 muestras de crusticeos, obteniéndose una
prevalencia al WSSV de 1.7 %, siendo las postlarvas, juveniles y preadultos de
peneidos los organismos con mas ocurrencia, seguido de Callinectes sp.,
Panopeus sp., Palaemon sp. y Uca sp., Estos organismos por ser cohabitantes del

mismo ecosistema, el que a su vez se encuentra estrechamente ligados a los
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estanques de cultivo de L. vannamei , se constituyen como el principal foco de

infeccion para estos.

Asimismo, se colectaron 3590 muestras de L. vannamei de cultivo intensivo y
3890 de cultivos semiintensivo. Las muestras de camarones de los primeros
(temperatura promedio del agua 32.1 +/- 0.5 °C) fueron negativas al virus, y en los
cultivos semiintesivos (temperatura promedio del agua 28.3 +/- 1.5 °C) se obtuvo

una prevalencia de 1,7 %.

Como conclusion de este estudio realizado por el IMARPE durante los afios 2001
al 2006 se encontrd en todos los casos la relacion directa entre las menores
temperaturas del medio acuatico (inferior a 29 °C) y el aumento de ocurrencia del
WSSV en los organismos en estudio, tanto de ambientes naturales como de
cultivos semiintensivo. Asimismo, se encontrd que el virus esta distribuido tanto

en ambientes naturales como en estanques de cultivo de todo el litoral tumbesino.
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CAPITULO III.

5. Materiales y Métodos.

5.1 Area de Estudio.

La investigacion se realiz6 en las instalaciones de la camaronera Marinazul,
ubicada en el Departamento de Tumbes, en la zona de Zarumilla (Aguas Verdes),
la mismas que se encuentra ubicada en las coordenadas 3°28°20” S y 80°15°58” O
(Fig # 1), la cual cuenta con un &rea de produccion de 252.34 Ha. Dentro del area
de la camaronera se encuentra el laboratorio de perifitdn que cuentan con un érea
experimental (10 raceways de 20 toneladas) y el area de laboratorio equipado para
desempefar dicho proyecto. Ademas la empresa cuenta con un Laboratorio de

Biologia Molecular donde se realiz6 los respectivos analisis de PCR.

Fig # 1 Fotografia Satelital de la Camaronera Marinazul S. A. (Google Earth)
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5.2 Aislamiento y Purificacion de bacterias a partir de geotextiles para la
obtencion del banco de cepas bacterianas.

5.2.1 Colocacion del Substrato.

Se colocd un substrato artificial (geotextil) de 20 cm de ancho x 100 cm de largo,
en la parte superficial lleva un flotador y en la parte inferior un peso para que se
mantenga estable en la columna de agua (Fig # 2), las mismas que fueron
colocadas en las piscinas 21(Extensiva)(Fig # 3) y en la piscina 13D1
(Reproductores) (Fig # 4) para poder observar el proceso de colonizacion del

perifiton espontaneo en el geotextil.

Fig # 2 Geotextil 20 x 100 c¢m, utilizado como substrato para el perifiton.

e ) ISR s T e c— —

Fig # 3 Vista superficial de la piscina21  Fig # 4 Vista superficial de la piscina 13D1
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5.2.2 Preparacion de medios de cultivo.

5.2.2.1 Trypctic Soy Broth. (TSB). Medio liquido nutritivo que favorece el
crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, en especial las bacterias
anaerobias facultativas y aerobias comunes. Es un medio de digeridos enzimaticos
de caseina y harina de soja. Se utiliz6 este medio en la preparacion de inéculos y

suspension de las cepas bacterianas. (Fig # 5).

Disolver 30 g del medio en 1 L de agua purificada. Mezclar bien, caliente
suavemente para disolver completamente el medio, autoclave a 121 °C, durante 15

minutos. Adicionar 2.5 % de NaCl.

Fig # 5 Medio Trypctic Soy Broth

5.2.2.2 Trycticase soy agar (TSA). Es un medio de uso general que vertido en
placas de petri o tubos favorece el crecimiento de microorganismos tanto no

exigentes como moderadamente exigentes. Es un agar de soja triptica, Este medio
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se utilizo para el aislamiento de microorganismos, recuento en placas y

mantenimiento de cultivos. ( Fig # 6)

Disolver 40 g del medio en 1 L de agua purificada, mezcle bien, caliente agitando
frecuentemente durante 1 minuto para disolver completamente el producto,

autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Adicionar 2.0 % de NaCl.

Fig # 6 Medio Trycticase soy agar

5.2.2.3 Agar Marino Zobel 2216. Es un medio para el cultivo, aislamiento y

mantenimiento de gran variedad de bacterias marinas heterotroficas. (Fig # 7)

Disolver 55.85 g del medio en 1 L de agua purificada, mezcle bien, caliente
agitando frecuentemente durante 1 minuto para disolver completamente el

producto, autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

:
-~
v
’

Fig # 7 Medio Agar Marino Zombel 2216.
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5.2.3 Recoleccion de muestras de geotextiles.

Se procedio a la recoleccion de muestras a partir de la media hora de colocar el
geotextil en las piscinas, posteriormente se colectaron muestras a las 2, 4, 6, 12, y

24 Horas, luego se recolectaron muestras diariamente.

Para la recoleccion de muestra se procedid hacer un corte de una seccion del
geotextil (Fig # 8), y con la ayuda de una pinza estéril se colocé en tubos
eppendorf de 1.5 ml con agua de la piscina, para procesar la muestra en el
laboratorio ( Fig # 9). Ademas se anotd los datos de recoleccion en una hoja de

registro. (Tabla # 1).

Tiempo de Hora de

# de Cepa | Piscina Colonizacion Recoleccion
6G 21 E 30 minutos 8:00 AM
15G 13D 1 30 minutos 8:00 AM
17 G 21 E 1 Dia 8:00 AM
32G 13D 1 3 Dia 8:00 AM
76 G 13D 1 4 Dia 8:00 AM

Tabla # 1 Hoja de registro de datos de Recoleccién de Substratos.

70



Fig # 8 Corte de una seccion del geotextil Fig # 9 Muestras de geotextiles recolectadas.

5.2.4 Aislamiento de Bacterias.

Las muestras de geotextil fueron lavadas con solucion salina al 3 %, para eliminar
la materia organica y sélidos en suspension no adheridos. Luego con la ayuda de
una pinza esteril se saco fibras del geotextil en un tubo eppendorf con TSB, se
dejo6 incubar 5 minutos con el TSB y luego se homogenizé la muestra se recupera
20 pL del caldo de bacterias y se realizaron diluciones sucesivas en 180 pL hasta
la 10° Se recuperd 10 pL de caldo para sembrar por la técnica de estrias en
medios solidos Agar Marino, TSA (Fig # 10). Luego se aislo la colonia bacteriana
utilizando el asa de platino o puntas de siembras estériles (Fig # 11) para ser
incubados en medio liquido (TSB) y se dejo incubar por 24 horas a temperaturas
de 28°C a 30 °C. Ademas se ingres6 en una hoja de registro de datos las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias (forma, tamafio y color), para lo cual

se disefio la siguiente planilla. (Tabla # 2).
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# de Cepa Tamano Forma Color
6G Mediana (M) Redonda (R) Blanca (B)
15G Grande (G) Redonda (R) Blanca (B)
17G Pequena (P) Redonda (R) Blanca (B)
32G Mediana (M) Redonda (R) Crema (Cr)
76 G Grande (G) Redonda (R) Crema (Cr)

Tabla# 2. Descripcion morfolégica de las colonias aisladas.

Fig # 10 Siembra por Estrias Fig# 11 Aislamiento por Puntas estériles

5.2.5 Purificacién de Cepas.

Después del aislamiento de colonias bacterianas se procedié a su purificacion,
mediante diluciones del cultivo inicial, posteriormente sembradas en placas con
medio sélido, para obtener una unica colonia de bacteria, que correspondera a la
colonia con la misma referencia (forma, tamafio y color) de la colonia
inicialmente aislada de esta manera se asegura que se trata de la misma colonia
(Fig # 12). Estas cepas bacterianas purificadas se mantuvieron en un medio de

cultivo liquido y en agar inclinado (TSA) (Fig # 13).

72



(@ (b)
Fig # 12 Purificacion de Bacterias: (a) Cultivo inicial antes de la purificacion y (b) bacteria

purificada mediante diluciones seriadas.

@) (b)

Fig # 13 Cepas bacterianas puras: (a) En medio liquido y (b) en Agar Inclinado.

Se confirmd la presencia de la Unica cepa bacteriana en estudio mediante la
técnica de tincién de Gram (Fig # 14) que es un tipo de tincion diferencial
empleado en microbiologia para la caracterizacion de bacterias. Considerandose
Bacteria Gram positiva a las bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria

Gram negativa a las que se visualizan de color rosa
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5.2.5.1 Protocolo de Tincion de Gram utilizado para la identificacion de

bacterias (Wikipedia enciclopedia libre).

10.

11.

12.

13.

Recoger muestras con el asa de platino

Hacer el extendido en espiral en el portaobjeto

Dejar secar a temperatura ambiente

Fijar la muestra al calor (flameado 3 veces aprox.)

Agregar azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y
esperar 1 minuto. Todas las células gram positivas y gram
negativas se tifien de color azul-purpura.

Enjuagar con agua.

Agregar lugol y esperar 1 minuto

Enjuagar con agua.

Agregar alcohol acetona y esperar 15 — 20 segundos

Enjuagar con agua.

Agregar safranina y esperar 1- 2 minutos. Este tinte dejara de color
rosado las bacterias Gram negativas.

Enjuagar con agua.

Para observar al microscopio Optico es conveniente hacerlo a 100x

con aceite de inmersion
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Gram Positive
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- lodine treatment ’-
o
>

Gram Negative

D Decolorization
’ Counter stain
~ safranin

Fig # 14. Procedimiento Tincion de Gram. (Enciclopedia Wikipedia).

5.3 Identificacién de Bacterias por Técnicas Moleculares.

La identificacion de las cepas bacterianas se realiz6 a nivel genético: mediante
extraccion del ADN gendmico, siguiendo un protocolo especial para bacterias

(Empresa Concepto Azul S.A. Ecuador).

5.3.1 Protocolo de extraccién de acido desoxirribonucleico (ADN) de

bacterias.

1. Colocar 1.2 mL de caldo de cultivo en un tubo eppendor de 1.5 ml y

microcentrifugar a 10000 rpm por 2 min.
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2. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 500 uL de
PBS1X.

3. Microcentrifugar a 10000 rpm por 2 min. Eliminar el sobrenadante y
resuspender el sedimento en 200 uL TE.

4. Llevar a ebullicion por 10 minutos e inmediatamente centrifugar 30seg

5. Colocar sobre hielo por 5 minutos y transferir 10 uL del sobrenadante a un
nuevo micro tubo de 1.5 mL.

6. Adicionar 90 uL de agua ultrapura, y conservar en congelacion a —

20°C Tomar 2 uL para la PCR

Fig # 15 Procedimientos en la extraccion de ADN de cepas bacterianas: (a) adicion de la solucion

de extraccion en los microtubos, (b) Centrifugacion y (c) Ebullicion.

5.3.2 PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) de las muestras de
Bacterias.

La PCR es una técnica de biologia molecular descrita en 1986 por Kary Mullis,
cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN
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particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de ese
fragmento original, o0 molde. Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de
ADN; su utilidad es que, tras la amplificacion, resulta mucho mas facil identificar
con una muy alta probabilidad virus o bacterias causantes de una enfermedad o

hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado.

Para realizar la caracterizacion molecular de las cepas bacterianas aisladas del
perifiton mediante la técnica de la PCR (Fig # 16) se probaron dos juegos de

primers universales para bacterias.( Tabla # 3).

Cebador Sentido Secuencia Referencia
RL71A 5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3
Forward
RL72A Dang H.
Reverse 5-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3 2000
16SIRNAFC27 | = rd | 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 | Gontang
16SrIRNARC1492 5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3 2007
Reverse

Tabla # 3 Descripcion de los juego de primers universales para bacterias utilizadas.

Los cuales reconocen secuencias universales del gen 16S rRNA (se utiliza en
estudios filogenéticos de identificacion bacteriana ya que es altamente
conservada) o secuencias de genes asociados con actividades metabdlicas como

la oxidacién de amonio o oxidacion de nitritos.
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Preparacion del mix de PCR.

Concentracion

Reactivo final uL/ Reaccion
Agua Ultrapura 34.80
Buffer 5X 10.00
DNTPs 200 uM. 1.00
Primer Forward 400 nM 1.00
Primer Reverse 400 nM 1.00
Taq DNA pol 1 Unidad 0.20
ADN 2.00
Total 50.00

Tabla # 4. Reactivos para el mix de PCR.

Programacién del termociclador.

Para los dos juegos de primers en estudio se utilizd el mismo programa de

amplificacion:

Ciclo Procedimiento Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion 94 °C 4 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 45 segundos

34 Hibridacion 58 °C 1 minuto

Polimerizacién 72°C 2 minutos

Polimerizacion 72°C 10 minutos

Final
Conservacién 4°C Indefinido

Tabla # 5 Programacion del termociclador para la PCR
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Para observar los resultados el producto amplificado se sometid a electroforesis en
gel de agarosa de 1.5% (1,89 de agarosa, 120mL de TAE 1x, 5ul de bromuro de

etidio BET)

d.)

Fig # 16. Proceso de desarrollo de la técnica PCR: a.) Preparacion del mix de PCR b) mix de PCR
depositando en los microtubos, c¢) amplificacion del ADN en el termociclador d) sistema de

electroforesis en gel de agarosa

5.4. Secuenciacion y analisis del producto de amplificacion.

Para conocer la secuencia amplificada se envi6 al laboratorio MACROGEN de
Estados Unidos, una cantidad de 20 ul del producto amplificado y 3 ul de los

primers o cebadores utilizados. (fig # 17).
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Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de 16S rADN que se
encuentran en el Gen Bank mediante el softwawe BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg). Una vez obtenido el resultado de
identificacion se consideraron todos los organismos que presentaron igual
porcentaje de similitud con la secuencia problema. EI ADN DataBank of Japan
(DDBJ), The European Molecular Biology laboratory (EMBL) y el NCBI
(National Center for Biotechnology Information, EUA) forman el International
Nucleotide Sequence Database Collaboration. Esta base de datos actualmente
dispone de una coleccion de aproximadamente de 28.507.990.166 bases y
22.318.833 secuencias registradas. Estas tres organizaciones intercambian datos
diariamente siendo el objeto comdn dar a conocer abiertamente la informacién
obtenida individualmente y formar un Gen Bank a nivel mundial cada dia mas

amplio.

a) b.)

Fig # 17 Muestras previas a la secuenciacion a.) Amplicones de las cepas bacterianas y b.)

Primers
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5.5 Conservacion de cepas bacterianas.

Las cepas valiosas se tienen que conservar durante largos periodos de tiempos
libres de cambios fenotipicos adversos. Los cultivos se siembran en medios
estériles y en condiciones de asepsia y se mantienen activos aplicando alguno de

los siguientes métodos.

5.5.1 Refrigeracion.

Reduciendo o controlando su actividad metabdlica a través de la refrigeracion.
Este método solo es aplicable durante periodos cortos de almacenaje (En medios
liquidos o tubos inclinados de Agar). El objetivo es incrementar la vida util de los
cultivos y en consecuencia incrementar sus posibilidades de conservacién (Casp y
Abril 1999). Los tubos de cultivos almacenados en contenedores que no permiten
la perdida de humedad pero si el intercambio de gases, a una temperatura de

5 — 8 °C necesitan transferencias cada 6- 8 meses.

Las cepas se mantuvieron en tubos de agar inclinado y tubos con medios liquidos

y en placas de agar a temperaturas de 4 °C. ( Fig # 18).
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a.) b.)

Fig # 18. Cepas en Refrigeracion a.) Medio Liquido y b.) En placas de agar

5.5.2. Congelacion

Es un método efectivo para mantener la viabilidad de las bacterias. Cuanto menor
sea la temperatura de almacenamiento, mayor serd la supervivencia de las
bacterias. El principal problema del mantenimiento de microorganismos a
temperaturas por debajo del punto de congelacién es la muerte durante los

procesos de congelacion y descongelacion.

Se agreg0 glicerol (15% concentracion final) como crioprotector en 200 pL de
bacterias en fase exponencial. Se mezcl6 suavemente el medio antes de congelar a

-20° C. ( Fig # 19)

Fig # 19. Cepas bacterianas en Congelacion

82



5.5.3. Nitrégeno Liquido.

La actividad metabolica de los microorganismos puede ser reducida
considerablemente almacenandolos a temperaturas muy bajas (-196 °C) lo cual se
puede lograr utilizando la refrigeracién con nitrégeno liquido. Segln Stanbury et
al. (1995) este es el método mas adecuado para la mayoria de células. La técnica
consiste en obtener el crecimiento del cultivo hasta lograr la maxima densidad
celular en fase estacionaria, resuspender las células en un agente crioprotector

(como glicerol al 10 % estéril o dimetil sulfoxido DMSO al 10 %).

Su utilizo como crioprotector DMSO al 10 % en 250 uL de cultivo bacteriano en

fase exponencial. ( Fig # 20).

Fig # 20 Cepas de bacterias en nitrégeno liquido.

5.6 Cultivo de cepas de bacterias para la colonizacidn de geotextiles.

El proceso se inicié desde 1 mL de cultivo bacteriano obtenido desde el tubo de

cepa madre, luego es replicado a 50 mL con Medio TSB, luego es replicado a 500
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mL (200 ml del medio de cultivo TSB, 250 ml agua de mar esterilizada, 500 ul de

melaza esterilizada), posteriormente es replicado a 5 L (500 ml medio TSB, 4L de

Agua de mar esterilizada, 5 mL de melaza esterilizada) luego se replica a 50 L (45

L de Agua de mar tratada, 100 mL de melaza esterilizada). Todos los repliques

incubados por 18 a 24 H a temperaturas de 28 °C. (Fig # 21).

Placa de Cepa
Pura

1 mL Cultivo Puro
con medio TSB

45 L de Agua de Mar
tratada + 100 mL
Melaza Esterilizada

2k

50 L de Cultivo

50 mL Cultivo
Puro (TSB)

500 mL
de Cultivo

5L de Cultivo

200 mL TSB + 250 mL
de Agua de mar
Esterilizada

500mLTSB+4L
de Agua de Mar
esterilizada + 5
mL melaza

Fig. # 21 Esquema del Proceso de Cultivo de las Cepas Bacterianas.

84



El conteo de la unidad formadora de colonias (UFC). Es el nimero minimo de
células separables sobre la superficie, o dentro, de un medio de agar sélido que da
lugar al desarrollo de una colonia visible del orden de decenas de millones de
células descendientes. Las UFC pueden ser pares, cadena o racimos, asi como

células individuales. Se miden en UFC/ mL.

Se utilizo el método de Recuento de células viables, donde se mide solo las
células vivas de una poblaciéon, es decir aquellas capaces de reproducirse. Para
calcular los UFC por mL, se divide el nimero de colonias por el factor de la

dilucion multiplicado por la cantidad de in6culo agregado al agar.
UFC/mL = N°de colonias (UFCs) / (dilucion x in6culo)

Se realizd en placas de Agar TSA por triplicado, para cada una de las cepas

bacterianas, mediante diluciones seriadas hasta 10’

5.7 Colonizacion de bacterias en el geotextil.

Se realiz6 en un volumen de 50 L con un cultivo bacteriano a una concentracion
de 1 x10° adicionando 100 mL de melaza autoclavada y se colocé un geotextil de
20 cm x 10 cm a cada recipiente. Luego se procedié a sacar muestra del geotextil
alas 6, 12 y 24 horas de colonizacion. La colonizacion bacteriana se realizo por

separado cada bacteria. Como podemos observar en la figura # 22.
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Fig # 22 . Colonizacion de bacterias por cepas separadas en tinas de 50 Litros

5.8 Evaluacion de los geotextiles inoculados con bacterias, en los niveles de

produccion de cultivo del Litopenaeus vannamei.

Para este bioensayo se utilizaron 5 cepa de bacterias (6 G, 15 G, 17G, 32G, 76G)
las cuales mediante una PCR se determind que hubo amplificacion para bacteria
lactonasa utilizando los primers BacLact 1Fy BaclLact 1R, considerandolos como
posibles probidticos. Las vibriosis son enfermedades bacterianas resultantes de la
produccion masiva y coordinada de toxinas por vibrios. Los vibrios posean un
sistema elaborado de comunicacion conocido como Quoérum sensing, el cual esta
basado en la produccion extracelular de lactonas. Cuando los niveles de lactonas
sobrepasan ciertas concentraciones, genes de produccion de toxinas en los vibrios
se activan. Bacterias antagonistas a los vibrios han desarrollado un sistema de
inhibicion del Quérum sensing llamado el Quorum Quenching. Esas cepas
producen enzimas tipo lactonasas que degradan las lactonas y asi cortan la

comunicacion entre los vibrios.
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Estas mismas fueron colonizadas en substrato artificiales (20 x 50 cm) incubados
por 24 horas y luego fueron ofrecidos durante 30 dias a postlarvas de Litopenaeus
vannamei (PL 10), el bioensayo se realiz6 en un volumen de 1000 L cada

tratamiento por duplicado, mas los controles.

5.8.1. Maduracion de Geotextiles.

La maduracion de geotextiles se realizo en un volumen de 100 L de bacterias con
una concentracién de 10° en donde se colocaron 2 pedazos de geotextiles de 100
cm? (Fig # 23), realizando esta maduracién para cada cepa bacteriana, luego de 24

horas de incubacidn se colocaron en los tanques de cultivo.(Fig # 24).

Fig. # 24 Colocacion del substrato colonizado con bacterias en los tanques de cultivos.
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5.8.2 Densidad de siembra.

Se sembré a una densidad de 250 PL/m? como en un sistema intensivo. El area del

tanque fue de 0,64 m? donde se colocé 160 postlarva PL10. (Fig # 25).

Fig # 25. Siembra de 160 pl/m2 en los tanques donde se realizo el bioensayo.

5.8.3 Sistema de Cultivo.

Para el manejo del sistema de cultivo en lo que se refiere a fertilizacion y
alimentacion se siguid el mismo protocolo de cultivo intensivo que utiliza la
camaronera Marinazul S.A. El protocolo de fertilizacidn es el siguiente Nutrisil
100 kg /Ha, Nutrilake 150 Kg/Ha Bicarbonato de Sodio 100 Kg /Ha esta cantidad
es en el primer dia, el segundo se adiciona el 75 %, el tercer dia el 50 % vy el
cuarto dia el 25%, luego se fertilizd con el 10 % y para favorecer el crecimiento
de las bacterias se adicioné azucar 25 Kg/ Ha, esta fue adicionada todos los dias

de cultivo. (Tabla# 6).
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Dias de Nutrisil Nutrilake Bicarbonato de AzUlcar
cultivo g/m3 g/m3 sodio g /m3 g/m3

1 10 15 10 2.5

2 75 11.25 75 2.5

3 5 75 5 2.5

4 2.5 3.75 2.5 2.5
5al 30 1 15 1 2.5

Tabla # 6 Cantidad de fertilizante utilizado en el bioensayo durante 30 dias

5.8.4. Parametros fisico- quimico.

En lo que se refiere a pardmetros de cultivo se siguié el mismo protocolo de
Marinazul S.A. donde diariamente se toman dos veces una en la mafiana y una en
la tarde. Los pardmetros como la Temperatura, pH y Oxigeno fueron registrados
diariamente, mientras que la Salinidad se registré una vez a la semana. (Tabla #

7) (Fig # 26).

Parametro Niveles Optimos

Temperatura 27-30°C

Oxigeno disuelto >4.0mg /L

pH 7.5a8.5

Tabla # 7 Parametros 6ptimos en el cultivo en la camaronera Marinazul.
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Fig # 26. Registro de parametros de los tanques de cultivo

5.8.5. Alimentacién.

La aplicacion del alimento balanceado se realizé siguiendo el sistema de cultivo
intensivo 2.5 Kg de alimento por cada 1000000 PI. Por tanto en 160 Pl se emple6
0.4 g de alimento balanceado aplicado en dos dosis, cada dia se aumentaba el
25 %. La empresa que suministra el alimento balanceado proporciona a la
camaronera con los siguientes alimentos: Pre — Cria 1 que se le da desde PI 10 a

1gyel KR -1 que se le da a partir de 1 g a 3 g. (tabla # 8).

% % % %
Producto | Humedad | Proteina | Grasa | Ceniza | % Fibra
Min Max
Pre-Crial|Max12% | Min40% | 5% 15% |Max3%
Min Max
KR-1 Max 12 % | Min40% | 5% 15% |Max3 %

Tabla# 8 Analisis quimico proximal del alimento balanceado
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5.9 Analisis de Resultado y Aplicacion de formulas.

Se determind el porcentaje de supervivencia y la biomasa final de cada uno de los
tratamientos utilizados en el bioensayo mediante la cosecha después de los 30 dias

de cultivo.

Para calcular el porcentaje de supervivencia se aplica la siguiente férmula:

S= Nf /No *100
Donde:
Nf = Poblacion final

No = Poblacién inicial

Conociendo la poblacion inicial que fue la misma para todos los tratamientos
incluyendo los controles, de 160 pl/m?, y conociendo la poblacién final valor que
se obtuvo al final de la cosecha di6 el porcentaje de supervivencia para cada

tratamiento.

Para obtener el valor de la biomasa final se utilizéd la siguiente férmula:

(Saldarriaga 1995):

B = Wx™*S*No/100
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Donde:

B = biomasa final (kg).
Wx = peso promedio final (kg).
S = supervivencia (%).

No = poblacion inicial.

Se necesita los datos de peso promedio final de cada tratamiento y el dato de

supervivencia tomando en cuenta la poblacion inicial que es de 160 pl/m2

obtendré el valor de la biomasa final de cada tratamiento, que se expresa en Kg.

Se
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CAPITULO 1V.

6. RESULTADOS.

6.1 Aislamiento de bacterias a partir de substrato artificiales (Geotextil).

Durante los dos afios que durd el proyecto perifiton en las instalaciones de la
camaronera Marinazul S.A (Tumbes — Peru) se llegd a aislar e identificar un total
de 200 cepas bacterianas de las cuales solo cinco (5) cepas resultaron ser bacterias
lactonasas positivas, identificadas a nivel molecular por PCR. Estas cepas fueron
enumeradas de acuerdo al dia de muestreo y codificadas con la letra G debido a

que fueron aisladas de Geotextiles.

6.2 Pruebas de colonizacién de bacterias en el geotextil y su cultivo en agares

especiales.

Las cinco cepas en estudio fueron puestas a prueba para conocer el poder de
colonizacién sobre el geotextil y evaluar su crecimiento en medios de cultivo
especiales durante 24 horas a una temperatura de 28 — 30 °C (Tabla# 9 )y (figura

# 27 - 31).
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Cadigo

Tiempo de

Morfologia Lugar de N Medio de
de . . : colonizacioén en .
bacteriana aislamiento . cultivo
cepa el geotextil
Colonia
6G Mediana Piscina 21E 30 min TSA
Redonda Blanca
. Piscina de
15G Colonia Grande reproductores 30 min TSA
Redonda Blanca
13D1
Colonias
17G pequefia Piscina 21E 1 dia TSA
redonda blanca
Colonias Piscina de agar marino
32G mediana reproductores 3 dias zombel
redonda crema 13D1 2216
Colonias Piscina de
76G | grandes redonda reproductores 4 dias TSA
crema 13D1

Tabla # 9 Caracteristica morfoldgica de las cepas bacterianas en cultivos, lugar y tiempo de

colonizacion.

Fig # 27 Cepa Bacteria 6G.

Fig # 28Cepa Bacteria 15 G
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Fig # 29 Cepa Bacteria 17G. Fig # 30 Cepa Bacteria 32 G

Fig # 31 Cepa Bacteria 76 G

6.3 Identificacion de bacterias mediante Tincion de Gram.

Las colonias bacterianas en estudio fueron identificadas aplicando la técnica de
Gram, para evaluar la pureza antes de conservarlas. Los resultados fueron colonias
azules lo que determiné que las bacterias obtenidas desde los geotextiles son

Gram + (Tabla # 10).
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Cddigo | Prueba Forma Figqura
decepa| Gram bacteriana g

6G + Bacillus

15G + Bacillus

17G + Cocos

32G + Estafilococo

76G + Bacillus

Tabla # 10 . Identificacion de las cepas bacterianas por tincién de Gram.
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6.4 Identificacion de bacterias aisladas del perifiton aplicando técnicas

moleculares.

En bacterias, la identificacion de especie a nivel molecular se basa en el analisis
del gen que codifica para el ARN ribosomal de la subunidad I6S (I16S rRNA). Esta
molécula de alrededor de 1.500 pb, esta presente en todas las bacterias. Es debido
a su alta conservacion, es decir que cambia lentamente durante le evolucién, que
el gen 16S rRNA ha sido retenido como principal gen de estudio para la

taxonomia molecular de las cepas.

6.5 Amplificacién del ADN bacteriano por la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR).

Para amplificar el genoma bacteriano se aplicé la técnica de PCR simple, debido a
que el ADN extraido proviene de un cultivo puro. En la amplificacion se utiliz6
dos juegos de primers universales para bacterias los mismos que al ser analizados
en el programa de analisis molecular de secuencias de nucleétidos en el Blast
indico que el primer juego flanqueaba un fragmento de 585 pb (fig # 32) y el
segundo un fragmento de 1465 pb. En esta investigacion tres cepas (6G, 15G,
17G) fueron amplificadas con el primer juego de primers (Fig # 33) y dos (32G y
76G) con el segundo juego (Fig # 34). El producto amplificado se observa en el

gel de agarosa el mismo que al ser comparado con el marcador de peso molecular
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de 100 pb (MPM), indica que los fragmentos resultantes corresponden a 585 pb y
1465 pb este resultado determina que las cepas en estudio pertenecen al tipo de

bacterias lactonasas positivas (+).

Fig # 32 Amplificacion de la 17 G con Primers RL 71 Ay RL 72 A amplicon de 585 pb.

&

—— — - —
.

Fig # 33 Amplificaciones de la Cepa 6G, 15G, 17G con primer juego de primers con un tamafio de
585 pb con un MPM de 100 pb.
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Fig # 34 Amplificaciones de la Cepa 32G, 76G con segundo juego de primers con un tamafio de
1465 ph

6.6 Analisis de similitud de secuencias del gen 16S RNA bacteriano

comparado con otras especies.

El andlisis de similitud de secuencias del producto amplificado del gen que
codifica para la subunidad 16S RNA ribosomal se realiz6 mediante programas
computarizados como el NCBI — Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg),
seleccionando a todas aquellas especies que demuestran un nivel de similitud del

99 — 100 % con las cepas en estudio.

La secuencia de la cepa 6G se ilustra a continuacion en forma textual tal como se

ingresa al NCBI- Blast.
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>080821-03_108_6G-RL71A.abl 567 0 567 ABI

NNNGGGTGAGGTGAAGTAGACGAGCACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGG
TATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGANNNNNNNNN

El resultado del andlisis computarizado presenta un cuadro de lineas del mismo
tamafo que resulta de la comparacion de la secuencia analizada en este caso 6G
con las existentes en la base de datos de BLAST®. La barra de colores en la parte
superior indica el nivel de correlacion con su respectivo cddigo: rojo corresponde

a un nivel superior a 200 bp idénticas (Fig # 35).

e —
F1915719 Enterococcus fagcalis strain IMMALUINTOODES 165 ribosormal RN S=955 E=0 |

Color key for alignment scores

<O A0 50 BO-200 =200
- _______________________ ]

e . . . . .
o 100 200 ke Yo Tol A S00

Fig # 35 Anadlisis de la cepa 6G donde el color rojo corresponde a un nivel superior a 200 bp

idénticas.

A continuacidn se muestra el detalle de la comparacion de la similitud que existe

entre la secuencia de la cepa en estudio (6G) con la secuencias de otras cepas
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registradas en el Blast. Ademas indica los codigos de acceso al GenBank, la
descripcion de la cepa y el porcentaje de similitud desde diferentes puntos de vista

(Fig 36).

Mak | Total | Query E Max

Accession Description :
P score | score | coverage | —value | ident

Gli7ze2e.  Enterococeus facalis stram 3-12 165 nibosomal RNA zne, partials 95 988 4 0

AB534553.1  Enterococeus faecalls gene for 163 rbasomal RNA, nartial sequence 885 988 42 0

GLOG43AS.L  Enterococeus facalis straim V13 165 rbosomal RNA qene, partial ¢ 95 985 460 0

G045a060.1  Enterococeus facalis stram CMAI3 165 rbosomal RNA gene, partie 9885 9% 4k IFI I

GO335610,1  Enterococeus fagcalis stran D023 165 rbosomal RNA gene, partial 985 988 46¢h 0
f f

GO337884.0  Enteracaceus faecalls strain KLDS4.0341 165 rbosomal RHA qene, % 05 062 00 i)

Fig # 36 Porcentaje de similitud entre la cepa 6G y cepas registradas en el GenBank.

De acuerdo a estos resultados la secuencia de la cepa 6G tiene una similitud del
99 % con las cepas Enterococcus faecalis registradas en la base de datos del
GenBank, esta alta similitud confirma que la cepa en estudio se trata de una

bacteria de tipo Enterococcus faecalis

La escala taxondémica de la Cepa 6G es la siguiente:

Reino: Bacteria
Phyllum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Enterococcaceae
Género: Enterococcus

Especie: faecalis

Nombre cientifico: Enterococcus faecalis
Fuente: Gen Bank
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El mismo procedimiento para la identificacion molecular y andlisis de secuencias

se siguio para las cuatro cepas en estudio, el detalle del analisis véase en Anexo 1.

Los resultados generales del analisis de secuencias de las cepas 15G, 17G, 32G y

76G son los siguientes (Tabla # 11).

Maxima similitud entre
Cddigo de Nombre cientifico y descripcion secuencia en estudio y

cepa de la secuencia comparada. las registradas en el
GenBank
6G Enterococcus faecalis 99 %

Vibrio alginolyticus RNA

0,
156G ribosomal 16S 94 %
Vibrio alginolyticus, RNA
17G ribosomal 16S 9%
32G Vibrio sp RNA ribosomal 16S 99 %
76G Bacillus sp RNA ribosomal 16S 98 %

Tabla # 11 Resultados del analisis de secuencias de las 5 cepas bacterianas con las registradas en el
Gen Bank.

La cepa 15G resultd tener un 94 % de similitud con la secuencia del gen del ARN
ribosomal 16S del Vibrio alginolyticus, este dato no esta dentro del rango (98 % al
100%) aceptable de similitud molecular entre especies, lo que significa que es un
Vibrio alginolyticus pero que probablemente se trata de otro tipo de cepa y que

requiere nuevos analisis moleculares.
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Como demuestran los resultados las cepas 17G, presenta un 99 % de similitud
con la secuencia del gen del ARN ribosomal 16S del Vibrio alginolyticus, lo que

determina que la bacteria en estudio corresponde a un Vibrio alginolyticus.

La similitud de secuencia de la cepa 32G comparada con las secuencias del gen
del ARN ribosomal 16S del Vibrio sp es del 99 %, lo que indica que

indudablemente la cepa en estudio es un Vibrio sp.

Finalmente la cepa 76G presento un 98 % de similitud con las cepas registradas en

el Gen Bank por lo que se identificé como Bacillus sp.

Una vez identificada la especie de las cepas en estudio se procede a ubicar en la

escala taxondmica a cada una.

Escala taxonomia de la Cepa 15G:

Reino: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio
Especie: alginolyticus
Nombre Cientifico: Vibrio alginolyticus

Fuente: Gen Bank
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Escala taxonomica de la Cepa 17G.

Reino: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio
Especie: alginolyticus
Nombre Cientifico: Vibrio alginolyticus

Fuente: Gen Bank

Escala taxondmica de la Cepa 32G

Reino: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio
Especie: sp

Nombre Cientifico: Vibrio sp
Fuente: Gen Bank

Escala taxonomica de la Cepa 76G

Reino: Bacteria

Phyllum: Firmicutes
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Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: sp
Nombre Cientifico: Bacillus sp

Fuente: Gen Bank

6.7 Conservacion de cepas bacterianas.

Para conservar las cepas bacterianas, se centrifugo un caldo de la cepa
resuspendida en un medio TSB con 15 % (volumen a volumen) de glicerol. El
caldo bacteriano esta conservado en duplicado, a -4 °C o -20 °C. Se pueden
conservar las cepas segun el mismo procedimiento en nitrégeno liquido a -196 °C.

Cada cepa fue sembrada en agar inclinado (TSA) y conservada a 4 °C.

6.8 Cultivo de cepas bacterianas para la colonizacién de geotextiles.

El proceso de cultivo bacteriano se realizo siguiendo el sistema de repiques
indicado en materiales y métodos, el mismo que se inicia con 1mL de cultivo
partiendo desde el tubo de cepa madre y a medida que la densidad bacteriana

aumentaba se realizaron las correspondientes repliques.
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6.8.1 Densidad celular (UFC).

Para conocer la densidad celular o unidades formadoras de colonias (UFC) de los
cultivos en prueba (cepas 6G, 15G, 17G, 32G y 76G) se utilizé la técnica y
formulas descritas en materiales y métodos. El conteo de UFC se realizo en placas
de Agar TSA por triplicado, para cada una de las cepas bacterianas, mediante
diluciones seriadas hasta 10" luego se incub6 por 24 horas a temperaturas de 28 —
30 °C, los resultados fueron los siguientes: La Cepa Bacteriana con una mayor
densidad celular fue Vibrio alginolyticus (15 G), con un valor de 270 x10°
UFC/mL, seguido del Vibrio alginolyticus cepa (17 G) con 100 x10° UFC/mL y

en menores densidades las cepas 76G, 6G y 32G como se demuestra en la

tabla # 12
Cadigo de Cepa UFC/ ml
6G 32 x10°
15 G 270 x10°
17G 100 x10°
32G 2 x10°
76 G 60 x10°

Tabla# 12 UFC/mL de las diferentes cepas bacterianas.

6.9 Colonizacion de bacterias en el geotextil.

La densidad celular del ensayo de colonizacidn bacteriana sobre los geotextiles en

tiempos de 6, 12 y 24 horas, dieron como resultado una mayor densidad celular la
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cepa 15G desde la primera toma de muestra a las 6 horas 15x10°, por consiguiente
fue aumentando a las 12 y 24 horas 425 x 10° , 460 x 10° respectivamente;

seguido por la cepa 76G (tabla # 13).

6 Horas | 12 Horas 24 Horas

#de Cepa| UFC/mL | UFC/mL UFC/mL
6G 8x10° | 94x10° | 300 x 10°

15 G 15x 10° [425x10°| 460 x 10°
176G 9x10° |131x10°| 290 x 10°
32G 2x10° |143x10°| 288x10°
76 G 17x10° |310x10°| 412 x 10°

Tabla# 13 UFC/mL en el proceso de colonizacion de las bacterias.

Para observar la dinamica de colonizacion de las cepas bacterianas en el geotextil
se utilizo la microscopia confocal de barrido laser, donde se observo como las
bacterias se fijan en el substrato donde la intensidad del color rojo esta en

relacién a la cantidad de bacterias fijadas al geotextil . Anexo 2.

6.10 Evaluacion de los geotextiles inoculados con bacterias, en los niveles de

produccién de cultivo del Litopenaeus vannamei

La evaluacién de los geotextiles con las 5 cepas bacterianas (6, 15, 17, 32, 76G)

fueron ofrecidos durante 30 dias a 160 postlarvas de Litopenaeus vannamei (PL
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10) por tanque, densidad de siembra 250 pl/m? como en un sistema intensivo.

( Fig # 37).

Fig # 37. Postlarva pastoreando los geotextiles.

6.10.1 Tratamientos en el cultivo de Litopenaeus vannamei aplicando

geotextiles

Los tratamientos (T) aplicados al cultivo en prueba fueron: Ty que es el control
donde no se utiliz6 substratos artificiales colonizados con bacterias, T
Tratamiento usando substrato artificial colonizado con la cepa 32G (Vibrio sp), T2
Tratamiento utilizando la cepa bacteriana 6 G (Enterococcus faecalis); Ts
Tratamiento usando la cepa 17 G (Vibrio alginolyticus ) T, Tratamiento utilizando
la cepa bacteriana 15 G (Vibrio alginolyticus ) y Ts Tratamiento usando la cepa 76

G (Bacillus sp ). Cada tratamiento se realiz6 por duplicado.
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e Parametros fisicos- quimicos.

El registro de datos de los parametros fisico - quimico que se tomaron durante el

mes de cultivo se indica en la tabla # 14.

Promedio de Parametros en el cultivo

Marfiana | Tarde
08:00 17:00
pH 8.3 8.5
Temperatura (°C) 29.9 32.6
Oxigeno (mg/L) 5.1 5.0
Salinidad 35 UPS

Tabla # 14 Promedio de los pardmetros de cultivo.

6.10.2 Supervivencia de los organismos en el bioensayo

La supervivencia de L. vannamei cultivado con alimento balanceado y bacteria

32G (T4), 6G (Ty), 76G (Ts) fijadas a substratos artificiales (geotextiles), fue de

99 %, es decir un 6 % mas que el control (To) en donde solo se le dio alimento

balanceado. Mientras que la cepa 17 G (T3) se mantuvo el mismo porcentaje que

el control y la cepa 15G un 2 % menos que el control.(Anexo 3). Y Figura # 38.
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Promedio de Supervivencia (%)

99 99 99
100
g 93 93
9]
| '
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Porcentajes
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Control Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria

32G 6G 17G 15G 76G
Tratamientos bacterianos

Fig # 38. Supervivencias obtenidas en los diferentes tratamientos utilizando las 5 cepas bacterianas

6.10.2 Crecimiento.

Para conocer el crecimiento de L. vannamei, se realizé semanalmente a través del
peso promedio de 30 postlarvas por tratamiento, de los cuales a la quinta semana
de estudio se obtuvo un 2,262 g de incremento semanal con la cepa bacteriana
76 G (Bacillus sp.), que equivale a 0,48 g mas que el control. Mientras que con la
cepa 17 G (Vibrio alginolyticus) con 2,250 g de incremento semanal que equivale
a 0,47 g méas que el control. En lo que se refiere al incremento semanal todos

superaron al control a partir de la quinta semana (tabla #15 y fig # 39).
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Gramos (g)

Incremento Semanal (g)

H Control
M Bacterial7 G

Semanal Semana?2

Semana3

M Bacteria32 G
M Bacterial5G

Semana4

M Bacteria6 G
M Bacteria76 G

Semanab

Fig # 39. Incremento en peso obtenido en cada tratamiento durante 5 semanas

Peso

Incremento semanal inicial 1° 2° 3° 4° 5o

(gramos) Semana| Semana | Semana | Semana | Semana

To: Control 0,002/ 0,077 0,152 0,411 0,897 1,782

T.: Perifiton Bacteria 32G | 0,002| 0,118 0,235 0,597 1,256 2,143
To: Perifiton Bacteria 6G | 0,002| 0,093 0,184 0,526 1,202 2,111
Ts: Perifiton Bacteria 17G | 0,002| 0,090 0,179 0,547 1,244 2,250
T4: Perifiton Bacteria 15G | 0,002| 0,088 0,173 0,536 1,223 2,180
T5: Perifiton Bacteria76 G | 0,002 0,085 0,167 0,525 1,184 2,262

Tabla # 15. Datos del incremento en peso de cada tratamiento durante 5 semanas

6.10.4 Biomasa.

Los substratos artificiales colonizados con las diferentes tipos de bacterias afectd

significativamente la biomasa final (Tabla # 15), obteniéndose valores superiores

a la del control, 35 % con la cepa 76 G, 27 % con la 32 G, 26 % con lacepa 6 G y

111




17 Gy 20 % con la cepa 15 G (Fig # 40). Las formulas para obtener la biomasa

final se encuentran descritas en materiales y métodos.

Promedio Biomasa (g)

400 1 337,69 33439 33479 31749 358,34
3004 26521
L0
8
e 200 -
o
© 100 -

0 T T T T T |

Control Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
32G 6G 17G 15G 76 G

Fig 40 Biomasa Final obtenida de cada tratamiento durante el bioensayo.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del perifiton fijado a substratos
artificiales sobre la supervivencia, crecimiento de L. vannamei, muestran que la
utilizacion de bacterias tipo lactonasas positivas son favorables debido a que
aumenta la produccion de alimento natural suplementario, mejoran los niveles de
calidad de agua, Todas las cepas mostraron un efecto positivo, resultando ser la
mejor cepa la 76G con un 6 % mas de supervivencia y 0.48 g mas que el control

en donde no se utilizé substrato fijado con bacterias.

La aplicacion de la Cepa 76G, en cultivos experimentales de camarén L.

vannamei presentd mayores porcentajes de biomasa y supervivencia. En base a
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estos resultados se realizO pruebas a nivel de produccién en la Camaronera
Inversiones Silma. (Tumbes- Peru) en piscinas semi- intensivas de 0.8 Ha., de
155 dias de cultivos, en donde se obtuvo un incremento de biomasa cosechada de
10 % con 8 % menos de alimento balanceado, ofreciendo un beneficio econdmico
al sector camaronera, demostrando ademas que la utilizacion de bacterias mejora
el crecimiento, supervivencia del camaron obteniendo mejores indices de
conversion alimenticia en la produccién, logrando cumplir con los objetivos de

este estudio.
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CAPITULO V.

7. DISCUSIONES.

La identificacion de microorganismos por la técnica PCR ha tenido un gran
impacto en el diagnéstico microbioldgico, ya que es posible identificar el agente
etiologico aunque se desconozca la especie o el género, utilizando primers
(iniciadores) universales. Para amplificar el ADN de las cepas bacterias en estudio
se utilizaron dos juegos de primers. El primer juego fue utilizado por Dang H &
Lovell CH. 2000 en colonizacion primaria bacteriana y sucesion temprana en
superficies de aguas marinas, a través del analisis filogenético las cepas fueron
identificadas en la division Proteobacteria (a-Proteobacteria) con fragmentos de
585 pb, resultando ser iguales a los fragmentos obtenidos para las cepas 6G, 15G
y 17G. El segundo juego de primer fue utilizado por Gontang et al., 2007 en la
diversidad filogenética de las bacterias gran positivas cultivadas de los sedimentos
marinos, identificando 1624 bacterias gran positivas de las cuales el 65,6 %
pertenecen a la clase Actinobacteria y un 34,4 % de la Clase Bacilli. Con un
fragmento de 1475 pb igual a los obtenidos para la cepa 32G y 76G de la presente

investigacion.
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Varios estudios han demostrado que los Vibrios son los patdgenos causantes de la
vibriosis enfermedad bacteriana responsable de grandes mortalidades en el cultivo
de camardn en todo el mundo (Lightner & Lewis, 1975; Adams, 1991; Lightner et
al., 1992; Lavilla-Pitogo et al., 1996; Lavilla-Pitogo et al., 1998; Chen et al.,
2000), la enzima que les permite comunicarse y por ende proliferarse a estos
patdgenos es la lactonasa, para contrarrestar este problema existen bacterias
lactonasas que degradan las lactonas y asi cortar la comunicacién entre Vibrios,
por tal motivo en este trabajo se utilizd los primers BacLact 1Fy BaclLact 1R
(Empresa Concepto Azul S.A.) que amplifica el gen de la enzima lactonasa
resultando ser bacterias lactonasas positivas, las mismas que fueron aplicadas al
cultivo de camardén en donde se obtuvo valores mayores o igual al 98 % en
supervivencia, lo que sugiere que estas bacterias reducen la produccion de

lactonas de los Vibrios

En esta investigacion la Cepa Bacteriana con una mayor densidad celular fue
Vibrio alginolyticus (15 G), con un valor de 270 x10° UFC/mL, siendo la misma
cepa la que colonizé primero y con una densidad celular de 425 x 10° UFC/mL en
la prueba de colonizacion sobre el geotextil esto fortalece los resultados y
corrobora lo investigado por Thompson & Polz en el 2006, quien asegura que los

vibrios se encuentran en altas densidades en el ecosistema marino.

Varios estudios sobre probidticos indican que las cepas utilizadas en esta

investigacion: Vibrio alginolyticus, Vibrio sp y Bacillus sp. son bacterias
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lactonasas positivas que se pueden considerar como cepas probioticas, asi lo
demuestra Sotomayor 2003, quien utiliz6 mezclas de cepas probioticas para la
inhibicién de vibrios patdgenos de camarones, las cepas fueron: (Vibrio
alginolyticus) aislada por (Morales fide San Miguel, 1992), caracterizada por San
Miguel (1996) y estudiada su efecto probidtico en larvas de camardn por Serrano
(1996) y las cepas P62 y P63 (Vibrio sp.) y P64 (Bacillus sp.) aisladas del
hepatopancreas de animales silvestres sanos de Litopenaeus vannamei y
estudiados sus efectos probidticos individualmente en camarones juveniles por

Gullian (2001).

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada
en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacion como cronémetro
molecular fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970.Cetina
et al. 2001 identifico y compar6 con la base de datos y revelo que las muestras de
sedimentos marinos obtuvieron una identidad del 97 % con el genero
Pseudoalteromonas sp. Gontang 2007. Identifico 52 cepas pertenecientes al
orden Actinomycetales con un porcentaje de identidad mayor o igual al 98% y 26
cepas pertenecientes al orden Bacillales con un porcentaje de identidad mayor o
igual al 98 % ratificando los resultados en este trabajo donde las similitudes de

secuencias son de 94 % al 99 % con los registro del Gen Bank.

116



El porcentaje de supervivencia de camarones utilizando sustratos artificiales
(geotextiles) fue entre 93 % y 99 %, coincidiendo con Otoshi et al. (2006) quienes
reportaron que la supervivencia de L. vannamei fue alta, entre 94 % a 100 %,
significativamente iguales, cuando se cultivaron sin y con substratos artificiales.
Del mismo modo, Ballester et al. (2003), para la etapa de precria de F. paulensis
reportan supervivencias entre 82,58 % a 100 %, sugiriendo que en esta etapa del

cultivo al utilizar substratos artificiales las supervivencias son altas y similares.

La utilizacién de cepas bacterianas fijadas en substratos artificiales (geotextiles),
permitio un peso promedio final mayor entre 18 % - 27 % mas que el tratamiento
sin substrato, siendo porcentajes similares obtenidos por Otoshi et al. (2006)
Martinez et al. (2004), Moss and Moss (2004) y Bratvold and Browdy (2001),
quienes reportaron que para L. vannamei obtuvieron, un peso promedio final
mayor en 27 %; 28 %; 26,0 %, 17,4 %, 34,5 % y 28 — 37 %, respectivamente, en
el tratamiento con substratos artificiales frente al tratamiento sin estos. Se propone
que la actividad de los complejos bacterianos en la mejora nutricional del camarén
es efectiva, apoyando a Ballester et al. (2003), quienes sefialan que los complejos
bacterianos convierten el nitr6geno inorganico presente en agua y los ponen a
disposicion en una forma de proteina microbiana que es ingerida por los
organismos cultivados aumentando la eficiencia de conversion proteica y
economizando el alimento ofrecido mientras que Buford et al. (2005) afirma que
los flocs bacterianos contribuyen sustancialmente a la nutricién del camarén sin

importar la talla.
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Al evaluar el efecto del perifiton sobre la biomasa final de L. vannamei, se
encontré una ventaja de 26 % y 35 % a favor del tratamiento con substratos
artificiales. Esta tendencia, también fue reportada por Diaz y Maldonado (2008),
Domingos (2003) y Martinez et al. (2004) quienes obtuvieron ventajas
significativas de 25 %, 23 % y 58 %, respectivamente, en la biomasa de L.
vannamei cuando fue cultivado con substratos artificiales frente al cultivo sin

estos.

Los resultados de esta investigacion demuestran que la aplicacion de geotextiles
utilizando cepas bacterianas del perifitdn estrictamente seleccionadas proyecta
resultados prometedores a la industria camaronera peruana, debido a que, en el
cultivo de peneidos la alimentacién balanceada representa el mayor costo de
produccion, este puede variar entre 28 % a 50 % con el uso de los substratos
artificiales (geotextiles); ya que incrementan el alimento natural suplementario
para los cultivos, permitiendo aumentar la capacidad de carga de estos sistemas,
mejorando su produccion y productividad a menores costos, esto podria reducir
significativamente los costos de produccion y los riesgos de contaminacion del

agua debido al uso inadecuado de dietas artificiales.
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8. CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas aisladas desde substratos artificiales (geotextiles) en
cultivos de Litopenaeus vannamei fueron cinco (cédigos 6G, 15G, 17G,
32G y 76G), que corresponden a las formas bacterianas bacillus cocos y

estafilococos.

La identificacion molecular a traves de la técnica PCR simple utilizando
primers (iniciadores) universales para bacterias, dio como resultado
fragmentos de 585 pb y 1465 pb., y el analisis de secuencias con un nivel
de similitud del 99 % confirmo que las especies con las que se trabajo son
Enterococcus faecalis, Vibrio alginolyticus, Vibrio sp y Bacillus sp., las
mismas que pertenecen al grupo de bacterias lactonasas positivas que se

consideran como cepas probioticas.

Los métodos y técnicas utilizados para estudiar las bacterias del perifiton
resultaron ser competentes para colonizar sustratos artificiales, en este
caso geotextiles y las pruebas de aplicacion de estos sustratos con las
cepas Vibrio alginolyticus (17G) y Bacillus sp (76 G) en los cultivos de
Litopenaeus vannamei fueron favorables con un promedio de crecimiento
semanal de 0,10 g en las dos primeras semanas y de 0.50 g en las ultimas

semanas, peso promedio de 2.3 g.
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e La supervivencia de L. vannamei mejoré significativamente en un 6% por
el consumo de perifiton fijado a los geotextiles con las cepas bacterianas

Enterococcus faecalis (6G) Vibrio sp (32G) y Bacillus sp (76G).

e La composicion de la comunidad de microorganismos del perifiton influyd
en la calidad alimenticia de L. vannamei y el adecuado manejo del cultivo

contribuyo significativamente a obtener resultados favorables.
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9. RECOMENDACIONES.

Utilizar geotextiles como substratos artificiales con una amplia superficie
adicional sobre la cual los camarones pueden proveerse de alimento
natural suplementario al alimento balanceado, para mejorar el cultivo de

camarodn en lo que se refiere a crecimiento, biomasa y supervivencia.

Utilizar la cepa 76 G identificada en este trabajo como Bacillus sp, como
la mejor opcidn para colonizar geotextiles, favorecer al crecimiento, talla
peso y con mayor porcentaje de supervivencia en cultivos de camarén L.

vannamei

Aplicar la técnica molecular PCR simple, la misma que es muy sensible y
especifica para la identificacion de organismos como los obtenidos en esta

investigacion.

Seguir con precaucion los métodos y técnica detalladas en este trabajo para
el estudio de bacterias del perifiton y realizar nuevos ensayos con las 4

bacterias restantes.

Considerar el impacto del consumo del geotextil por los camarones de
acuerdo a la sucesion microbiana, esto ayudara a una mejor manipulacion

del alimento natural proveniente del perifiton.
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ANEXOS



Anexo #1.

Detalle del analisis de secuencias de las cepas para determinar su

identificacion a nivel molecular.

La secuencia a continuacion ilustra el resultado de secuenciacién de la cepa 15G

en forma de texto:

>080821-03_A12_15G-RL71A.abl 573 0 573 ABI

NNNGGAAGAGGGTTATGCATGAGAGCCAGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAAGGGGTGTAGTTAATATCTGCA
TTCTTTGACGTTAGCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
GTGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTCGGAA
TTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGAAGAGGAGGGTAGAATTTCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG
GCCCCCTGGACTGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGA
GGGCTTGAGCCCTGGCTTGCTGAGCTAACCCGTTAAGTAAACCCCCCGGGGA
GGACGGTCCGCAGATTAAAACTCCAAGAAATTGACGGGANNNNNNNNNNNN
NNN

La siguiente cuadro corresponde a los resultados de la comparacion entre la
secuencia de la cepa 15G y las secuencias que codifica al ARN ribosamal 16S que

estan registradas en el Gen Bank.
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Total
SCOrE

E
“value

Max
ident

Max
SCOre

Query

Accession Description
coverage

il iYN
ElL35488.1
Hit{IVAR
ILGIBN
Gosetay v
AL

rio alqmalycos isolate Us41? 165 rbosomal RNA (s ene na 637 837 W% o u
rio alqmalybicas strain ATCC 17749 365 rbosomal RNA (s e 637 837 %% o u

o 5p, RAS33 165 ribosomal RNA gene, partial sequence BT %% o
rio harvey strain DA00S 165 ribasomal RNA qene, partial sequel 637 837 6% 0 4%

rio rotiferianus strain HOCS7 165 rbosomal RNA qene, parfial e ¢ 17 U6y, 0 Wy
ikl 05% I 04%

h

s
g

L
Pty

fin 0, HOPS 165 rbosomal RNA qene, partial sequence 3

Wb
Wb
o
b
o
o

Pty

Secuencia de la cepa 17G en forma de texto:

>080821-03_112_17G-RL71A.abl 569 0 569 ABI

NNNNGGGAGTAGGGCCAGCCTGAGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGGGGCGTCGTTAATAGC
AGCGTCCTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTC
GGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATT
TCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGG
TTGAGGCCTTGAGCCCTGGCTTTCTGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGG
GGAGTACGGACGCAAGATTAAAACTCAAGAAATTTTGACGGGANNNNNNN

Los datos que corresponden a los resultados de la comparacion entre la secuencia
de la cepa 17G vy las secuencias que codifica al ARN ribosamal 16S que estan

registradas en el Gen Bank para el Vibrio alginolyticus
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Max | Total | Query E Max

Accession Description A :
score | score | coverage [~value | ident

US540 Vibno dlomalybcus isalate Va010 165 bosomal RNA (res) aeme,ma 826 96 4% I

CPODLA0SS  Vibno s Ex25 chromasame 3, camplete sequence neoowMo N
FAL305.1  Wbrio sp. DA032 165 bosomal RNA qene, parial sequence W 0 %
EU26aZ770  Marne bacterum 46hus(d) 165 rbosomal RNA aene, partialseauer 926 %6 954 0 %
FU26825L0  Marme bacterum 20hud 165 rbosomal RNA cene, partial sequence 926 926 5% I 9%

FUSRI7L4.L  Vibnio sp, c52-2 165 nbosomal ANA qene, partial sequence DE W 05 0 W%

Secuencia de la cepa 32G en forma textual:

>080718-01_C21_32-FC27.abl1 975 0 975 ABI

NNNNGGGCGAGCGCAGCTACCTGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCT
TCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA
AATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATG
ATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGC
CTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGA
TGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GTCGTGAGGAAGGCGGCGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGACA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
GAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAG
TCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAG
ACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTG
ACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTANACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTC
GGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGNCACGCGAAGAACCTACCCTACTCTGACATCAGA
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Los datos que corresponden a los resultados de la comparacion entre la secuencia
de la cepa 32G vy las secuencias que codifica al ARN ribosamal 16S que estan

registradas en el Gen Bank para el Vibrio sp.

Maw | Total | Query E Mak

Accession Description A :
score | score | coverage |~value | ident

AR4%g788.0  Viorio sp. &1 agne for 165 rRNA, partia sequence 165 e85 9% NI

Fi78645.1  Uncultured Vibri 50, partal 165 (R agne, clons 3103 1665 185 9% I

005302610 Vibrio 5p, LARZ 165 ibosomal RNA gene, nartal sequence 185 1685 9% I

£r3izassd  Vior sp. LARY 165 ribosomal RNA aene, complete sequence 165 e85 9% NI

DOSL383.0 Vb s, 519 165 rbasomel RNA gene, partial sequence lfs 45 9% NI
b

1F064637.1 b sp, NAP-4 165 ribasomal RNA qene, partal sequence 165 1485 03 0o,

—

La secuencia a continuacion ilustra el resultado de secuenciacién de la cepa 76G

en forma texto:

NNNNGGGACATCGCGGCTATCTGCAGTCGAGCGGACGGATGGGAGCTTGCTC
CCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATGCATAACCTCT
CATGAGGTTATGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGC
GGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAG
GGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCACCTTGACGGTACCTGACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTANACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCCAGGCTGAAACTC
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AAAGGAATTTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTTACAGGGTCTGACATCTCCTGACAACCC

Los datos que corresponden a los resultados de la comparacion entre la secuencia

de la cepa 76G vy las secuencias que codifica al ARN ribosamal 16S que estan

registradas en el Gen Bank para Bacillus sp.

Accession Description Mok | Tofel | Query A E .Mau

score | score | coverage | —value | ident
79172t Bavlus s, envichment cutture clone 05 165 nbosomal RRA gene, 1 1744 1044 9%, I
G024020  Bacllus sp. 64 165 bosomal RNA gene, parbal sequence SRR 3 I
Avansad  Baolus mfantis stram SHC 4352-0 165 rbosamal RNA gene, parbl - 1717 12 9% I
GUZ72368.1  Ballus sp, TPAMF 165 nbosomal RNA aene, partial sequence mooun 9 00 %%
GOSI33220  Bacilus sp. AsK15 165 nbosomal RNA gene, partia sequence SEARTRIN 3 A I
D04487530  Bacilus sp, CNI905 PLO4 165 rbosomal RNA gene, partial sequence 1740 1710 98% I
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Anexo 2.

Imégenes de colonizacion bacteriana en los geotextiles por microscopia
confocal: a) Cepa 32 G b) Cepa 76G c) Cepa 17G d) Cepa 6G e) Cepa 15G f)
colonizacion de geotextiles con bacterias 76G después de 0, 6, 12 y 24 horas
de someter a prueba ; g) Colonizacion de bacteria 76G en geotextiles h)
Postlarva PL10 donde se observa colonizado parte de tracto digestivo por
bacterias

a) Cepa bacteriana 32 G b) Cepa bacteriana 76 G c¢) Cepa bacteriana 17 G

d) Cepa bacteriana 6 G e) Cepa bacteriana 15 G
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0 Horas

12 Horas 24 Hora

f) Colonizacion de la Cepa bacteriana 76G en geotextiles a diferentes tiempos de fijacion. La
coloracidn roja corresponden a las bacterias adheridas al geotextil

g) Geotextil colonizado con bacteria 76G h) Intestino colonizado con bacteria 76G
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Anexo 3.

Datos de supervivencia peso e incremento semanal de los diferentes tratamientos.

Tanques Tratamientos Siembra Pesos Promedios Supervivencia Promedio Biomasa Promedio
: To: Control 1 160 91
TQ: 7 0 1,7795 17823 259,10
TQ: 5 To: Control 2 160 1,7850 95 93 271,32 265,21
) Ti.: Bacteria32G 1 160 97
TQ: 8 2,1456 21427 333,00
TQ: 2 T,: Bacteria32 G 2 160 2,1398 100 99 342,37 337,69
: T,: Bacteria6G 1 160 100
TQ: 1 2 2,1065 21110 337,04
TQ: 6 T,: Bacteria6G 2 160 21156 98 99 331,73 334,39
: T;: Bacteria 17G 1 160 97
TQ:3 3 2,2450 22502 348,42
TQ: 9 T3: Bacteria17G 2 160 2,2553 89 93 321,15 334,79
TQ11 1« BacterialdG 1o 160 21759 2,1801 o 316,81
TQ: 4 Ta: Bacteria 15G 2 160 2,1843 91 91 318,03 317,42
TQ: 10 T5: Bacteria 76G 1 160 22616 22622 98 354,62
TQ: 12 T5: Bacteria 76G 2 160 22628 100 99 362,05 358,34
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