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RESUMEN

La investigacion se realizd con tres especies de Microalgas que se utilizan como
alimento para larvas de camar6n por los Laboratorios marinos: Chaetoceros gracilis,
Navicula sp y Tetraselmis chuii, se siguio el protocolo que se utiliza en el area de
bacteriologia del laboratorio productor de larvas, ubicado en el sector del balneario de
Las Pefiitas Costa del Océano Pacifico. Se encontron que las especies de microalgas
cultivadas en ambiente controlado tienen una interrelacién bacterias-microalgas con las
Aeromonas, Vibrios, Pseudomonas y otras bacterias por encontrarse en todos los

niveles de cultivo.
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I. INTRODUCCION

En Nicaragua en el sector del balneario de Las Pefiitas costa del Océano Pacifico se
encuentran ubicados Laboratorios Marinos dedicados a la produccién de post-larva de
camaron con diferentes tecnologia, cada uno de ellos tiene una secciéon de cultivo de
microalgas que se utiliza como alimento natural para larvas y postlarvas que producen estos
laboratorios, a la fecha en Nicaragua no se ha reportado ningun estudio que este
relacionado con la presencia de bacterias marinas en los diferentes niveles de cultivos de las

microalgas y que puedan ser afectadas o puedan convivir durante la produccién.

El estudio de la presencia de microorganismos ajenos a la produccion en los Laboratorios
Marinos en ambiente controlado, es considerado como punto critico de contaminacion para
el cultivo de camarones, por la presencia de bacterias en los cultivos de microalgas, ya que
los estadios larvales y postlarvales de camarones las requieren como alimento fundamental

para su desarrollo.

El conocimiento de la interaccion bacterias—microalgas es de gran importancia por ser
componentes bésicos del ecosistema al ser recicladores de la materia organica y por tener la
capacidad de absorber nutrientes (Azan et al 1983) y hacer circular estas fuentes de
carbono, mediante diversas interacciones ecoldgicas. La vision que se tiene de estas
relaciones en el aspecto productivo de organismos cultivados es de solo presentar aspectos

negativos, sin esperar que los problemas que se presentan, tengan un origen por diferentes
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vias: manipulacion inadecuada de las microalgas, cristaleria no esterilizada y por visitas de

personas ajenas al sector de trabajo.

El proposito del estudio, es conocer mediante diferentes medios enriquecidos de cultivo
detectar la presencia de bacterias en el cultivo de microalgas cultivadas en ambiente
controlado, las que sirven de alimento a camarones en los diferentes estadios larvales y

post-larvas. El estudio se realiz6 en el laboratorio marino LARVINIC. S A.

La informacidn que se pretende dar en el estudio, son los elementos basico que se obtienen

de las muestras microbiolégicas que se realizaron en el laboratorio marino.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

+¢+ Contribuir al conocimiento de la presencia de bacterias en los cinco niveles de

cultivo que se realizan en los Laboratorios Marinos de las especies Chaertoceros

gracilis, Tetraselmis chuii, Navicula sp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Determinar mediante el uso de cuatro medios enriquecidos la presencia de bacterias

en los cinco niveles de cultivos de microalgas en ambiente controlado.

¢+ Conocer que tipo de bacterias se presentan en las tres especies de microalgas

cultivadas, siguiendo el protocolo que utilizan en el Laboratorio Marino

+« ldentificar en que nivel de cultivo de las microalgas se encuentra mayoritariamente

la presencia de bacterias.
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I11. MARCO TEORICO

El fitoplancton se encuentra constituido por cianobacterias y algas eucaridticas, las cuales
se extienden por todos los océanos. En el medio natural este fitoplancton no se encuentra
solo, sino que estd interactuando con otros organismos como: zooplancton, bacterias, y
virus, estos ultimos son los principales responsables del decaimiento de un bloon
fitoplanctonico en aguas costeras.(Turutani et al 2000) al analizar las fluctuaciones de la
abundancia de particulas virales durante un bloon de fitoplancton, detectaron un répido

incremento de la abundancia de particulas virales después de la abundancia de bacterias.

En el caso de los componentes bacterianos, la capacidad de provocar la inhibicion vy lisis
de las células algales ha sido extensamente estudiada en aguas costeras, determinandose
que las bacterias y sus productos extracelulares son un factor clave para el rapido

decaimiento de floraciones de fitoplancton (Bratbak et al. 1990).

En el mundo se han realizado estudios diversos relacionados con las bacterias y el
fitoplancton en ambientes marinos, dulceacuicolas y sistemas de cultivos, en general se
acepta que uno de los factores méas importantes que afectan el crecimiento de los
componentes bacterianos en el ecosistema acuatico es la produccion primaria, debido a que
los productos extracelulares del fitoplancton estimulan la proliferacion de bacterias (Bird &

Kalff, 1984).

Riquelme et al. 1987; a puesto en evidencia que la presencia de bacterias ocurre solo

después de la maxima produccion de fitoplancton sugiriendo que este aumento bacteriano

9
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



se produce por la utilizacion de fitoplancton muerto y detritus es de considerar las
interrelaciones microbianas en los ecosistemas acuaticos que los componentes del

fitoplancton influencian la bacterioflora asociada.

Estudios desarrollados por investigadores japoneses, han permitido conocer que las
interacciones bacteria-microalga son altamente especificas,(Fukami et al. 1992) detectaron
una bacteria del género Flavobacterium aislada del agua de mar, inhibe especificamente el
crecimiento de una microalga. Esta cepa se incorporé en cultivo de dinoflagelados
Gynodinium nagasakiense y la diatomea Chattonella antigua, detectandose efectos
deletéreos solo en el dinoflagelado, el cual fue atribuido a los productos celulares liberados
por las bacterias. Lo anterior permite sugerir que diversas bacterias podrian actuar como

alguicidas o inhibidores del crecimiento microalgal.

Viso et al. 1987; Pesando 1990. Describieron efectos antibacterianos producidos por
algunas clase de microalgas y principalmente diatomeas, las cuales son el mayor
constituyente del fitoplancton. Tetraselmis ha sido extensamente descrita como una
microalga con capacidad inhibitoria de bacterias, fendmeno considerado como natural.
Similares propiedades antibacterianas han sido descritas en cultivos de microalgas de

Skeletonema costatum

Estudios realizados con extractos de Tetraselmis suecica, indican que la reproduccion de
exudados microalgales inhiben el crecimiento de diversas bacterias patdgenas en cultivos
de peces (Austin et al. 1992). EI mismo grupo de investigadores sefialan que la misma

microalga afecta las comunidades bacterianas asociadas a alimento vivo.

10
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



Irianto & Austin 2002. Describen que los monocultivos de microalgas de Piravinosa
virginica, Phytomonas sp, Tetraselmis chuii y Pseudoisocrchysis paradoxa, presentan
asociadas en su bacterioflora un 30% de cepas productoras de sustancias bacterianas, esta
asociacion permitiria tener un bajo nivel bacteriano en sistemas de cultivos de organismos
marinos, previniendo algunas enfermedades y ademas brindar algunos requerimientos

nutricionales necesarios.

En cultivo de Artemia franciscana, organismos utilizados como alimento para peces en
acuicultura, ha sido demostrado que la adicién de Tetraselmis sp durante dos dias reduce y

modifica la carga bacteriana asociada al crustaceo (Olsen et al. 2000).

Otro ejemplo de la utilizacién de microalgas para controlar mortalidades larvales es el
empleo de aguas verdes, el cual ha sido utilizado en el cultivo de camarones para prevenir

enfermedades causadas por bacterias luminosas como Vibrio harveyi (Corre et al. 2000)

Rico-Mora & Voltolina 1995. Reportaron que la actividad antibiotica y bacteriostatica de
Skeletonema Costatum sobre bacterias presentes en el cultivo, es provocado por otras dos
bacterias asociadas a la microalga, siendo identificadas como Aeromonas sp Yy
Flavobacterium sp, Probablemente interacciones de este tipo podrian constituirse en una
estrategia para mantener un bajo crecimiento bacteriano en los cultivos microalgales.
Posteriormente los mismos autores corroboraron las propiedades antibacterianas de una de
las bacterias contra el patdégeno Vibrio alginolyticus, sefialando que la eliminacion de este

se debe a un mecanismo de exclusion competitiva.(Rico-Mora & Voltolina 1998)
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Las microalgas juegan un papel importante en el desarrollo de la acuicultura, ya que
constituyen el primer alimento vivo para las fases tempranas de desarrollo de casi todos los
organismos cultivados, siendo altamente nutritivas y facil de ingerir debido al tamafio que

poseen (Brown et al. 1997).

En los sistemas de produccion acuicola es imposible trabajar con cultivos microalgales
axénicos, debido a que las células de microalgas secretan sustancias que estimulan el
crecimiento bacteriano, de esta forma el alimento utilizado en los sistemas de cultivos es
mixto y estd compuesto por una especie de microalga y una o varias bacterias asociadas,

dependiendo de la especie de microalga cultivada ( Munro et al. 1995).

En los Laboratorios Marinos ubicados en el sector del Balneario de las Pefiitas en
Nicaragua, se cultivan para la produccion de larvas y postlarvas de camarén de la especie
Litopenaeus vananmei como alimento las microalgas Chaetoceros gracilis, Navicula Sp, y

Tetraselmis Chuii.

En los laboratorios marinos del mundo hay muchas especies de Chaetoceros disponible

como comida para los estadios larvales de los camarones peneidos.
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3.1 Microalga Chaetoceros gracilis
3.1.1 Taxonomia:

Division: Chrysophyta

Clase: Bacillariophyceae
Orden: Centrales

Fam: Chaetoceraceae
Género: Chaetoceros
Especie: Chaetocero gracilis

3.1.2 Caracteristicas morfologicas:

Chaetoceros gracilis: es una diatomea marina céntrica de vida solitaria. tiene un esqueleto
cilicio compuesto de dos valvas, las cuales se separan par formar dos células nuevas
durante la division vegetativa. Es de forma rectangular mide de 4 a 6 micrémetros sin
incluir las setas. Las células son de color café dorado bajo el microscopio, cuando se
cultivan en altas densidades su concentracion determina el color el que varia de un
amarillento dorado en baja densidad, a un color café — marron en densidades alta, por

encima de 3 millones de células por mililitros.

La mayoria de las Chaetoceros estan caracterizadas por su tolerancia a las altas

temperaturas, la méxima para Chaetoceros gracilis es de 37 °C, con un crecimiento optimo
de temperaturas en un rango entre 25 °C y 30 °C, el cultivo masivo de esta especie es

generalmente llevada acabo dentro de un rango especifico. La salinidad maxima para su

crecimiento es de 6 %, pero puede crecer bien en salinidades hasta de 50%I, en los
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laboratorios el porcentaje de crecimiento de Chaetoceros es menor bajo una iluminacion de

500 a 10.000 Lux.

3.2 Microalga Navicula Sp.
3.2.1 Taxonomia:

Division: Chrysophyta

Clase: Bacillariphyceae
Orden: Pennales
Familia: Naviculaceae
Género: Navicula
Especie: Navicula spp.

3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas:

Navicula Sp. es una diatomea con valvas elipticas con un nédulo central pequefio, el rafe
formado por una depresion fuerte, la superficie valvar presenta costas, con una salinidad de
25a 32 %.

3.3 Microalga Tetraselmis Chuii

3.3.1 Taxonomia:

Divicion: Chlorophyta

Clase: Prasinophycea
Orden: Volvocales
Familia: Tetraselmisceae
Genero: Tetraselmis
Especie: Tetraselmis chuii

14
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(Hernandez M, J. Areas. 2000)

3.3.2 Caracteristicas morfologicas:

Tetraselmis Chuii: es considerada por algunos cultivadores como la microalga menos
nutritiva y un poco grande para ser ingeridos por las etapas tempranas de las larvas. Como
caracteristicas relevantes, es un flagelado verde de forma ovalada capaz de moverse por si
misma por medio del flagelo, mide de 10 a 15 micrometros de didmetros, cuando es
cultivada a medida que la concentracion de células se incrementa, el color verde se
oscurece hasta que alcanza una densidad maxima de aproximadamente 500,000 células por
mililitros, los cultivos en masa de Tetraselmis crecen en el medio natural a temperaturas de
15 °C a una salinidad entre 15 a 36 % y en agua de mar artificial entre 22 a 36 %. la
Tetraselmis chuii tiene una tendencia a depositarse en el fondo del recipientes cuando no

es airada, igual sucede cuando el cultivo se contamina. (Hernandez M, J. Areas. 2000)

3.3.3. Tipos de Nutrientes utilizados en los Laboratorios

Los laboratorios marinos en el mundo utilizan medios de cultivos enriquecidos para
mantener una poblacion de microalgas deseable para la alimentacion de camarones en
cultivo, todo esta en dependencia de la metodologia utilizada por cada centro productivo,

pero en la generalidad se usan los siguientes tipos de nutrientes.
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Tabla. N. 1 Nutrientes para enriquecer agua filtrada para cultivo de microalgas.

Tipos de nutrientes Dilucién
Nitrato de sodio 450g /1.
Fosfato de sodio 36g /1.
Silicato de sodio 20g /1.
Cloruro férrico 15g /I.
Edta 0.5¢/1.
Vitaminas ( stok madre 3 litros ) 12ml/l.
Metales ( stok madre 3 litros ) 12ml/l.

Tabla. N. 2 Cantidad de nutrientes por mililitro de agua para cada nivel de cultivo de

microalgas.
Vasos Bolsas Cilindros Masivos Piscinas

Nitrato de sodio 0.5ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Fosfato de sodio 0.5ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Silicato de sodio 0.5ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Cloruro ferrico 0.5ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Edta 0.5ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Vitamina 12ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml
Metales 12ml 3.0ml 50ml 800ml 300ml

Todos los componentes nutricionales que se utilizan para el cultivo de microalgas son

diluidos en agua salada, exceptuando el meta silicato de sodio que se prepara con agua
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desionizada y esterilizada, para la microalga del genero Tetraselmis no se aplica silicato.

3.4 Condiciones fisicas para el cultivo de microalga en ambiente controlado.
La mayoria de las microalgas que se cultivan en los Laboratorios Marinos en ambiente

controlado crecen a temperatura de 18°C, esta condicion ambiental generalmente se
presenta al amanecer, la temperatura a las 11: am sube hasta 24°C y entre las 12 : my 2:00
pm se encuentra a 28 °C. La intensidad de calor es producida por las ldmparas flourecentes

utilizadas, para regular la temperatura se utilizan aparatos de aire frio. La temperatura

Optima en este ambiente controlado debe estar en un rango entre 18 °C y 22 °C por

debajo de este intervalo el crecimiento del cultivo disminuye generalmente.

3.5 AIREACION Y AGITACION:

En los cultivos de microalgas en voliumenes pequefios (1 - 21 ml) generalmente se agita
diariamente el frasco de manera manual.

En cultivos de mediano o gran volumen se aplica aireacion leve durante dos dias después
de la inoculacion, se incrementa la aireacion al aumentar el volumen y la densidad del
cultivo.

Al proporcionar aire a los cultivos de botella, vasos, bolsas, cilindros y masivo se logra una
distribucién efectiva de los nutrientes y a los aportes parciales de Co2, lo que ayuda a
estabilizar el pH del medio, asi mismo se mantienen en suspension la poblacion de algas

para mantener el cultivo de manera uniforme en el recipiente.
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3.6 ILUMINACION:

La intensidad luminica que se utiliza para cada fase de cultivo estd en relacion con el
volumen de agua, la densidad del cultivo y la especie cultivada. Cuando se utiliza un
Erlenmeyer de 500ml es suficiente una iluminacion de 1000lux para el mantenimiento de
la mayoria de las especies de microalgas. Para la utilizacion de volimenes mayores se
requiere una intensidad luminica de 500 a 10.000 lux. Las ld&mparas flourecentes mas
utilizadas son del tipo “cool — white “de 40w. también se utilizan las “day — light “ warm —

white “y las “gro — lux que son marcas comerciales.

3.7 MEDIOS ENRIQUECIDOS PARA EL CULTIVO DE MICROORGANISMOS.

3.7.1 Agar McConkey.

Composicion del agar en gramos por litro:

Peptona de caseina 7,0
Peptona de carne 3,0
Cloruro de sodio 50
Lactosa 10,0
Mezcla de sales biliares 1,5
Rojo neutro 0,03
Violeta cristal 0,001
Agar- agar 13,5
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Para la preparacion de este medio, se debe disolver 50g en un litro de agua

desmineralizada, calentar hasta ebullicion, esterilizar a 250 °c y 15 de presion, dejar enfriar

y vertir en platos petri.

En los laboratorios Marinos este agar se prepara utilizando agua salada debido a que
bacterias del genero Aeromonas Sp. crecen bien en estas condiciones, son bacterias en
forma de pequefios bastones gran-negativos que causan problemas patologicos en
camarones juveniles y en estado de larva. Las colonias tipicas de Aeromonas son de color
rojo oscuro, pequefias y de forma plana, no mayor de 2mm.En este medio también crecen

bacterias del genero Vibrio y las colonias son un poco de color transparente.

Las muestras se siembran en los platos petri por el procedimiento de estria, se incuban
durante 18 a 24 horas a una temperatura de 37 °c. Las colonias lactosas negativas son

incoloras y las lactosas positivas son rojas con un halo turbio debido al descenso del pH

provocado por los &cidos biliares.

El agar MacConkey generalmente es selectivo para aislamiento de Salmonellas, Shigelas y
Bacterias coliformes a partir de alimentos, aguas residuales, orina y heces, leche, agua

potable y otros materiales liquidos.

El crecimiento de la flora gran-positiva de acompafiamiento es inhibido por el violeta

cristal, en tanto que las sales biliares seleccionan a los enterobateriaceas. La degradacion de
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la lactosa a acido se pone de manifiesto por un viraje al rojo del indicador de pH rojo

neutro.

3.7.2 AGAR TCBS.

Composicion en gramos por litro.

Peptona de caseina 5,0
Peptona de carne 5,0
Extracto de levadura 5,0
Citrato de sodio 10,0
Tio sulfato de sodio 10,0
Bilis de buey desecado 5,0
Colato de sodio 3,0
Sacarosa 20,0
Cloruro de sodio 10,0
Citrato de hierro (I11) 1,0
Azul de timol 0,04
Azul de bromo timol 0,04
Agar-agar 14,0

Para la preparacion de este medio, se disuelve 88 gramos por litro de agua salada
previamente esterilizada, se calienta hasta ebullicién, no esterilizar en autoclave, se deja

enfriar a una temperatura de 50 a 45 °C y se vierte en platos petri.
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Para la interpretacion, las muestras se siembran en | platos petri usando la técnica en

superficie por estria, se incuba durante 18 a 24 horas a una temperatura de 37°C

En este medio, crecen las bacterias del genero Vibrio a diferentes temperaturas y a
diferentes salinidades, tienen la forma de coma semejante a bastones son gram-negativos,
dan oxidasa positiva y son aerdbicos facultativos, forman parte de la flora de los
ecosistemas acudticos y cuando el oxigeno desciende los organismos generalmente se

estresan permitiendo que las bacterias causen problemas patoldgico.

3.7.3 AGAR CETRIMIDE

Composicidn en gramos litros

Peptona de gelatina 20,0
Cloruro de Magnesio 1,4
Sulfato de potasio 10,0

N-cetil-N, N, N- trimetilamonio bromuro(cetrimide) 0,3

Agar- Agar 13,6

Aditivo- Glicerina 10ml

Para la preparacion de este medio, se disuelven 45,5 gramos litro de agua desmineralizada,
se adicionan 10ml de glicerina por litro de agua, se lleva a ebullicién, luego se esteriliza en

el autoclave a 150°C vy a 15 de presion, se deja enfriar a temperatura entre 45-50 °C y se

vierte en los platos petri

21
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



Para la interpretacion, la muestra se coloca en la superficie del agar en estrias, se incuban

durante 48 horas a 42 °C debido a que a esta temperatura crecen escasamente muchos de

los gérmenes que forman la flora de acompafiamiento de las pseudomonas.

Las colonias de pseudomdnas aeruginosas forman un pigmento verde-azulado(piocianina) y

son fluorescentes a la luz ultra violeta

Las pseudomonas son microorganismos que se encuentran en cualquier ambiente y pueden
ser diseminadas por diferentes vias, agua, aire, en altas concentraciones causan problemas
patoldgicos a los estadios de larvas de camardn, por esa razon se da seguimiento en los
laboratorios marinos para detectar a tiempo cualquier afloramiento de estos

microorganismos.

3.7.4 AGAR NUTRITIVO ESTANDAR.

Composicién gramos por litro.

Peptona de carne. 8,0
Peptona de caseina. 8,0
Extracto de levadura 3,0
Cloruro de sodio 50
D(+)- Glucosa 1,0
Agar- Agar. 50

22
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



Para la preparacion, disolver 23.5 gramos en agua desmineralizada y disolverlo
completamente, calentar hasta ebullicion y esterilizar al auto clave a una temperatura de

250 °C vy 15 de presion, enfriar a una temperatura de 45-50°C  para ser vertido en los

platos petri.

La muestra se coloca en el medio con la técnica de estria, se detectan bacterias exigentes y
poco exigentes, también sirve para cultivo de estreptococos, neumococos, bacterias y otros

gérmenes.
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IV. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd durante los meses de abril y mayo del 2004 en las
instalaciones de un Laboratorio Marino de produccion de postlarvas de camardn ubicado en

el sector del balneario las Pefiitas, Costa del Océano Pacifico.

El &rea de bacteriologia esta conformada con equipos y medios para hacer analisis de
muestras de las diferentes areas de produccién del Laboratorio. Para el procedimiento de
la investigacion se siguié el protocolo de trabajo y las normas que tiene implementadas

el Laboratorio.

La seccidn de cultivo de microalgas esta dividida en areas de cultivos con poco volumen
(tubos de ensayo y botellas) y area de cultivo con voliumenes mayores (bolsas y Cilindros).
Las especies que se cultivaron fueron Chaetoceros gracilis, Tetraselmis chuii y Navicula

sp, en condiciones ambientales controladas: temperatura 18-24° C, salinidad, 25-32 ppm,

pH 6.8-7.5 se utilizaron lamparas fluorescentes de 40 watts de color blanco para
proporcionar iluminacion necesaria para el crecimiento de las algas. En el mismo espacio
se almacenaron los nutrientes, los medios y vitaminas en condiciones de temperaturas

adecuadas.

Los medios enriquecidos utilizados fueron preparados siguiendo el protocolo de trabajo

que utiliza el Laboratorio: TCBS, Estandar, McConkey y Cetrimide; de cada uno de ellos
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se pesd 3g, con un volumen de 75 ml de agua ozonada, se le adiciond 75 ml de agua
ozonada para desprender las particulas de agar adheridas a las paredes del recipiente, se
puso a ebullicién, se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos, se colocé en
autoclave por 45 minutos a 121 grados Celsius y 15 grados de presion, dejando enfriar a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se vierte 1.5 ml en cada plato petri a
temperatura entre 40-45° C, se agitd de manera circular para que se distribuya de manera
uniforme el medio enriquecido. Los platos petri se colocaron de manera invertida a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se guardaron los medios en el refrigerador

a temperatura de 2- 4 grados y listos para ser utilizados.

Para el proceso de la investigacion, se disefio un flujograma de transferencia de volumen
de los cultivos de microalgas, cada dos dias, por encontrarse en la fase exponencial de
crecimiento. Se hizo uso de cinco niveles de cultivos con diferentes volumenes: tubo de
ensayo 10 ml, botella 200 ml, vaso 3000 ml, bolsas plasticas de 15 litros y cilindros de fibra
de vidrio de 220 litros. Los frascos de los diferentes niveles encontrados con

microorganismos se desecharon, los cuales fueron repuestos con otros libres de bacterias.
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—PRESENCIA DE BACTERIAS EN CULTIVO DE MICROALGAS EN MEDIO CONTROLADO

FLUJOGRAMA DE TRANSFERENCIA DE NIVELES DE CULTIVOS DE

MICROALGAS

Se usaron cinco tubos de

ensayos de 10ml c/u con «—

un volumen total de 50ml
T°C=18a24

Salinidad = 25 — 32 %°
PH=6.8-7.4

En el cultivo de transferencia se
usaron dos vasos con un
volumen total de 3000 ml el
cual contiene: Algas + vol agua
400 ml 2600ml
T°C=18a24
Salinidad = 25 — 32 %°
PH=68-7.4
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Transferencias de microalgas
Cada dos dias de tubo a botella

A AR T R 1

Transferencias de microalgas
Cada dos dias de botella a vaso

=2l

_ "1'-1“"1“-1 -

Medios de - McConkey

cultivos - Estandar
enriquecidos - Cetrimide
-TCBS

En el cultivo de
transferencia se usaron
dos botellas con un
volumen total de 200 mi
el cual contiene:
Algas + vol. de agua
50ml 150ml
T°C=18a24
Salinidad = 25 — 32 %°
PH=68-7.4
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Transferencias de microalgas
Cada dos dias de vaso a bolsa

Transferencias de microalgas
Cada dos dias de bolsa a cilindro

En este cultivo final se uso

un cilindro con un volumen

total de 220 Its. el cual <+ —
contiene: Algas + vol. agua

30 Its. 90Its.
T°C=18a24
Salinidad = 25 — 32 %°
PH=68-7.4
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En el cultivo de
transferencia se utilizd
una bolsa con un
volumen total de 15
litros, el cual contiene:
Algas + vol. de agua

6 Its. 9 Its.
T°C=18a24
Salinidad = 25 — 32 %°
PH=6.8-7.4
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Para identificar (Vibrios) se uso TCBS, Cetrimide para (Pseudomoénas), McConkey
(aeromonas) y Estandar (genéricos),se dejaron incubar durante 24 horas a temperatura de
30-35 © C, se observaron diariamente los medios y se contaron las colonias presentes en
cada plato, el numero de colonias encontradas se multiplicé por el factor 200 para obtener

las unidades formadoras de colonia (UFC).

Para reconocer las colonias de bacterias se tomo como referencia el protocolo de
identificacion de bacterias del Laboratorio marino, para Vibrién con TCBS. Colonias
aisladas, pequefas con el centro de color verde azulado para V. alginolyticus. Colonias
agrupadas color amarillo V. paraemolyticus. Pseudomdnas, Cetrimide. Colonias pequefias
aisladas y agrupadas con un color crema tendiendo a blanquecino. Aeromonas McConkey.
colonias grandes y pequefias de color rojo-oscuro aplanadas. Estandar como genérico para

colonias grandes y pequerias de color amarillo, agrupadas y aisladas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados estan referidos a 120 muestras por experimento de cultivo de microalgas

Chaetoceros gracilis, Tetraselmis chuii y Navicula sp. realizado en los meses de abril y

mayo del 2004.

5.1 Resultados para Chaetoceros gracilis.

Cuadro 1. UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Chaetoceros gracilis.

Fecha Nivel  de|Cel/ml de | Medio Medio Medio Medio
cultivo alga McConkey | Estandar TCBS Cetrimide
04/04/03 | Tubo 5,062.500 28,200 46,000 --
06/04/03 Botella 4,562.500 40,400 70,000 [ -mmeemeeeem [
08/04/03 | Vaso 5,250,000 59,000 44,000 PEN 0 R ——
10/04/03 | Bolsa 5,125,000 20,000 50,000 400 | emmmme-
12/04/03 | Cilindro 6,250,000 43,800 39,400 200 | e

En el cuadro se presentan las UFC de las bacterias encontradas en el medio McConkey

crecieron aeromoénas desde tubo hasta cilindro. En el Estandar crecieron colonias de

microorganismos también en todos los niveles.
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El medio TCBS que es selectivo para bacterias del género Vibrios se observaron colonias a

partir del tercer nivel. En el medio Cetramide no un hubo presencia de bacterias.

Para comprobar los resultados obtenidos, se realiz6 un nuevo cultivo de Chaetoceros

gracilis siguiendo el mismo procedimiento del laboratorio.

Cuadro 2 UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Chaetoceros gracilis.

Fecha Nivel de|Cel/ml de|Medio Medio estandar Medio Medio
cultivo |alga McConkey TCBS Cetrimide
23/04/03 | Tubo 4,000,000 | ------------- 34.000  |eeeeemeeem |-
25/04/03 |Botella |2,562.500 | 15,000 N [ P——
28/04/03 | Vaso 3,000.000 | 9,000 36,400 X E——
30/04/03 |Bolsa  |3,875.000 | 28,000 50,000 200 | -ememememee-
03/05/03 | Cilindro |6,250.000 | 3,600 Se encontraron rZN

agrupadas en sig sag

En este segundo experimento del cultivo de Chaetoceros gracilis, en el medio McConkey
aparecieron bacterias a partir del nivel de botella. En el medio estandar la presencias de

colonias fue a partir de tubo de ensayo.

En el medio TCBS los vibrios aparecieron a partir del nivel vaso. En el medio Cetrimide

no hubo presencia de bacterias.
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Para reafirmar lo resultados anteriores, se efectué un tercer experimento en las mismas

condiciones de cultivo que trabaja el Laboratorio.

Cuadro 3 UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Chaetoceros gracilis.

Fecha Nivel de|Cel/ml de | Medio Medio estandar |Medio | Medio Cetrimide
cultivo alga McConkey TCBS

15/05/03 | Tubo 3,312.500 79,000 | emmmeeemm | e

17/05/03 | Botella 1,000.000 2,800 18,000 400 Gran cantidad de
colonias grupadas

20/05/03 | Vaso 3,750.000 800 12,000 | emmmemmmm | e

22/05/03 | Bolsa 4,875.000 800 24,000 = |ememmmeem | e

24/05/03 | Cilindro |5,125.000 880 13,680 | mmmemmmem | e

En este tercer experimento de cultivo de Chaetoceros gracilis en el medio McConkey se

encontraron Aeromdnas en todos los niveles pero en menor cantidad. En el medio Estandar

las colonias se encontraron en todos los niveles.

En el medio TCBS las colonias de Vibrios aparecieron solamente a nivel de botella 'y en

Cetrimide aparecieron las colonias de pseudomoénas a nivel de botella

cantidades y agrupadas.
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Gréfica 1. Representa el comportamiento de las bacterias en los diferentes niveles de
cultivo de la microalga Chaetoceros gracilis.

La grafica muestra tres aspectos del comportamiento de las bacterias como unidades
formadoras de colonias en los niveles de cultivo de la microalga Chaetoceros gracilis: con
el medio de cultivo estandar las unidades formadoras genéricas descienden en los niveles
de tubo, botellas y vaso, a partir de este altimo nivel de cultivo al realizarse la resiembra
con densidades mayores de microalgas, las unidades formadoras de colonias aumentan

hasta 50,000 UFC.

Las unidades formadoras de colonias de aeromonas aumentan en los tres primeros niveles
de cultivos, al aumentar la densidad de la microalgas Chaetoceros gracilis. descienden

lentamente y se mantienen constante en los siguientes niveles de cultivos.
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Las unidades formadoras de colonias de los vibrios aparecen en el nivel de botella y
aumenta hasta el nivel de vaso, luego desciende en el nivel de bolsa y crecen nuevamente

en el nivel de cilindro.

En los tres experimentos con Chaetoceros gracilis, en niveles de mayores densidades y
volimenes y con aireacion, aparecieron las bacterias del género Vibrios, lo cual indica que
a mayor densidad de microalgas aparecen, segin (Riquelme et al. 1987) afirma, que
después de la méxima produccion de fitoplancton en grandes volimenes aparecen los
Vibrios, sugiriendo que este aumento bacteriano se produce por la utilizacion de

fitoplancton muerto y detritus.

Los resultados de los tres experimentos con la microalga Chaetocero gracilis, expresan que
la presencia de Aeromonas detectadas en el medio McConkey y otros tipos de
microorganismos en el medio Estandar, indica que estos microorganismos pueden convivir,
por encontrarse en todos los niveles. Segun (Cole et al. 1988) afirma, que la presencia de
Aeromonas y otros microorganismos no identificados, tienen una correlacion positiva de

vivencia entre abundancia de bacterias y fitoplancton.

El no crecimiento de Pseudomonas en Cetrimide en los dos primeros experimentos indica
que estas bacterias no tienen relacion de convivencia con las Chaetoceros en altas
densidades, si aparecieron en un solo nivel en el tercer experimento donde las densidades
de la microalga son bajas. (Salvensen et al. 2000) afirma que los factores que provocan el
crecimiento bacteriano y controlan la composicion de la bacterioflora en el agua de cultivo,

depende de la especie de alga y el estado de crecimiento de la misma.
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5.2 Resultado de Navicula sp.

Cuadro 4. UFC de bacterias en los niveles de cultivo

de Navicula Sp.

Fecha Nivel  de|Cel/ml de | Medio Medio Medio Medio
cultivo alga McConkey | Estandar TCBS Cetrimide
23/04/03 | Tubo 2,125.000 191,000 480,000 | -mmemmeem | e
25/04/03 | Botella 2,625.000 11,000 Y0000 N [
28/04/03 | Vaso 375,000 3,200 rZX0 0 [ U
30/04/03 Bolsa 812,500 9,400 71,400 10,000 {3000
03/05/03 | Cilindro 1,062.500 19,400 116,000 P[0 [ R

La bacteria Aeromdnas se detectd en el cultivo de la microalga Navicula sp en todos los

niveles con el medio McConkey y con Estandar la presencia de microorganismos.

En la microalga Navicula sp, las bacterias del genero Vibrios se presentaron en niveles de

cultivo de grandes volimenes (bolsas y cilindros)

Chaetoceros gracilis.

lo mismo sucede con la microalga

En el medio Cetrimide aparecieron las pseudomonas en el nivel de bolsa en este primer

experimento y luego desaparece.
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Se realiz6 un segundo experimento con Navicula sp, siendo los resultados lo siguiente:

Cuadro 5 UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Navicula sp.

Fecha Nivel  de|Cel/ml de alga | Medio Medio Medio Medio
cultivo McConkey | Estandar TCBS Cetrimide
15/05/03 Tubo 3,312.500 23,600 72,000 - -
17/05/03 Botella 4,000.000 16,000 64,000 - 1600
20/05/03 | Vaso 5,187.500 9,200 40,000 - -
22/05/03 | Bolsa 5,250.000 1,600 10,000 - -
24/05/03 | Cilindro 12,500.000 200 20,000 - -

Los resultados en este segundo experimento con Navicula sp, las Aeromonas aparecen en
todos los niveles en el medio McConkey y con el Estandar se detecta la misma situacion
con microorganismos, con la diferencia que las UFC se presentan en orden descendente a
medida que aumenta la densidad de la microalga, esto nos indica que la microalga inhibe el
crecimiento de bacterias.

En el medio Cetrimide las pseudomoéna aparecen a nivel de botella y luego desaparece,
igual situacion se presentd en el primer experimento a nivel de bolsa, se puede notar que las

pseudomadnas son inhibidas por la microalga Navicula sp

En el medio TCBS no hubo presencia de Vibrios, pero si en el primer experimento, no

existe estudio a la fecha de la microalga Navicula sp con bacterias, esto nos lleva a la
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interpretacion segun nuestros resultados de que la Navicula a altas densidades permite la

presencia de Vibrios.
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Gréfica 2. Representa el comportamiento de las bacterias en los diferentes niveles de

cultivo de la Microalga Navicola sp

En este grafica las unidades formadoras de colonias de aeromonas y de bacterias genéricas
descienden debido a ala falta de oxigeno. Al adicionar aireacion al nivel de botella se
detiene ese descenso de UFC manteniéndose constante en el resto de los niveles de cultivo.
A la fecha no se ha encontrado estudio de correlacion entre Navicola sp y bacteria, pero de
acuerdo a nuestros resultados al correlacionar bacterias con algas, podemos decir que

pueden convivir en volimenes altos porque las UFC se mantienen constante .
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5.3 Resultados de Tetraselmis chuii.

Cuadro 6 UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Tetraselmi chuii.

Fecha Nivel  de|Cel/ml de | Medio Medio Medio Medio
cultivo alga McConkey Estandar TCBS Cetrimide
23/04/03 | Tubo 1,187.500 |123,800 198,200 - -
25/04/03 | Botella 2,625.000 |18,000 90,000 - -
28/04/03 |Vaso 4,937.500 |9,000 30,000 - -
30/04/03 |Bolsa 6,437.500 |25,800 70,000 62,800 14,400
03/05/03 | Cilindro 7,625.000 |200 116,000 180,000 -

Las aeromonas aparecieron en todos los niveles de cultivo en el medio McConkey y en

Estandar la situacion es igual.

Las bacterias genéricas y los Vibrios, sin embargo aparece solamente en los niveles de

bolsa y cilindro. En Cetramide se presentaron pseudomaonas a nivel de bolsa.

Balmaceda Gonzales Hilda Maria

37




En el segundo cultivo experimental de Tetraselmi chuii los resultados fueron los

siguientes.

Cuadro 7 UFC de bacterias en los niveles de cultivo de Tetraselmi chuii.

Fecha Nivel  de|Cel/ml de | Medio Medio Medio Medio
cultivo alga McConkey Estandar TCBS Cetrimide
15/05/03 | Tubo 1,500.000 |7.000 64.000 - -
17/05/03 |Botella 2,187.500 |7.400 18.000 - -
20/05/03 | Vaso 2,750.000 |22.000 32.000 - -
22/05/03 | Bolsa 5,875.000 |1,800 17.000 - -
24/05/03 | Cilindro 8,750.000 |720 20.000 - -

En estos resultados las aeromonas se encontraron en todo los niveles de cultivo, lo mismo

sucedié con el medio Estandar. En TCBS y Cetrimide no se detectd ninguna colonia de

vibrion y pseudomona.
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Gréfica 3. Representa el comportamiento de las bacterias en los diferentes niveles de
cultivo de la microalga Tetraselmis chuii.

La gréafica muestra que las UFC de las bacterias genéricas y aeromonas descienden hasta el
nivel de vaso, a partir de este nivel las aeromonas descienden y las genéricas aumentan. La
presencia de vibrios se da en el nivel de bolsa y por tanto las UFC aumentan hasta 90,000
en cilindro

Los resultados obtenidos de esta microalga, pueden ser discutidos con los diversos estudios

realizados para cultivo de peces y Artemia.

Lodeiros et al. 1988 describe que los mono cultivos de Tetraselmis chuii presenta asociadas
en su bacterioflora un 30% de cepas productoras de sustancias antibacterianas. (Austin et

al. 1992) sefala que en estudios realizados con extractos de Tetraselmis suesica la
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produccién de microalgas inhiben el crecimiento de diversas bacterias patdgenas en
cultivos de peces. En los cultivos de Artemia franciscana, organismo utilizado como
alimento para peces en acuicultura, ha sido demostrado que la adicion de Tetraselmis sp
durante dos dias reduce y modifica la carga bacteriana asociada al crustaceo (Olsen et al.

2000).
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VI. CONCLUSIONES.

1. La microalga Chaetoceros gracilis, tiene una interaccion de convivencia con las
bacterias aeromonas, por encontrarse en todos los niveles de cultivo. Con las
pseudomonas, esporadicamente lo que indica que se contamina por otras fuentes. Con los
Vibrios cuando hay densidades mayores de microalga y se aumenta la aireacién y el

volumen de agua.

2. La microalga Navicula sp, tiene interaccion de convivencia con aeroménas por
encontrarse en todos los niveles de cultivo. Los Vibrios aparecen en altos volumenes

esporadicamente lo que indica que su presencia es por otras causas.

3. La microalga Tetraselmis chuii tiene interaccion de convivencia con la presencia de
aeromonas en todos los niveles. Con Vibrio y pseudomona esporadicamente lo que indica

una via de contaminacion.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Debido a que se encontrd bacterias en los diferentes niveles de cultivo de las tres
especies de microalgas estudiadas, se recomienda una investigacion orientada a la
convivencia microalga - bacteria, tomando como referencia, el volumen, densidad

poblacional, aireacion y especie de microalga.

e Es necesario hacer investigaciones repetidas usando el protocolo que se utilizo en el
Laboratorio para el estudio, ya que en la practica con los medios preparados con agua
marina se reconoce el crecimiento de grupos de bacterias en base a su color, forma y

tamafio de colonias; estas fueron Pseudomonas, Aeromonas, Vibrios y grupos genéricos.

e Enfatizar estudios con la microalga Navicula sp, ya que a la fecha solamente el

presente estudio existe.

42
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



VIll. BIBLIOGRAFIA.

AUSTIN B, E BAUDET & M STOBIE. (1992). Inhibition of bacterial fish pathogens by

Tetrselmis suesica. Journal of Fish Diseases. Volumen 15. pag. 55 - 61.

AZAM F, T FENCHEL, JG FIELD, JS GRAY, LA MEYER- REIL & F THINGSTAD.
(1983). The ecological role of water-column microbes in the sea. Marine Ecology Progress

Series. Volumen 10. pag. 257 — 263.

BIRD DF & J KALFF. (1984). Empirical relationships between bacterial abundance and
chlorophill concentration in fresh and marine water. Canadian Journal of fisheries and

Aquatic Science. Volumen 41. pag. 1015 - 1023.

BRATBACK, G; M HELDAL, S NORLAND & TF THINGSTAD. (1990). Viruses as
partenrs in spring bloom microbial trophodinamics. Applied and Enviromental

Microbiology. Volumen 56. pag. 1400 — 1405.

BROWN MR; SW JEFFREY, JK VOLKMAN, & GA DUNSTAN. (1997). Nutritional

properties of micralgae for maruculture. Aquaculture. Volumen 151. pag. 315 - 331.

COLE, J; M PACE & S FINDLAY (1988) Bacterial production in fresh and saltwater
esystems: a cross system overview. Marien Ecology Progress series. VVolimen 43. pag. 1-

10.

43
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



CORRE VL; R.JANEO, C.M. CAIPANG & A.T. CALPE. (2000). Use of probiotics

and rese rvoirs with green water. Aquaculture Asia. Volimen 2. pag. 34 — 38.

FUKAMI, K; A YUZAWA, T NISHUIMA & Y HATA. (1992). Isolation and properties
of bacterium inhibiting the growth of Gynodiniun nagasakiense. Nippon Suisan Gakkaishi.

Volumen 58. pag. 1073 — 1077.

HERNANDEZ M; J. AREAS (2000). Protocolo para cultivo de Microalgas y Bacterias.

Larvinic S. A, Ledn Nicaragua.

IRIANTO A & B. AUSTIN. (2002). Use of probiotics to control furunculosis in rainbow
trout, Oncothynchus mykiss (walbaum). Journal of Fisch Disease. Volumen 25 pag. 333 -

342.

LODEIROS, CJ; E. FERNANDEZ; A. VELEZ & J. BASTARDO. (1988). Produccion de
antibioticos por bacterias marinas y su utilizacion en acuicultura. Boletin del Instituto

Oceanografico Venezuela. Voumen 27. pag. 63 — 69.

MERCK, E DARMSTADT. (1994). Manual de Medios de Cultivo. Alemania.
MORALES DE RUIZ, VIELKA. (1991). Guia practica para la cria de Camarones
Peneidos. Estacion de Maricultura del Pacifico. Direccion Nacional de Acuicultura.

Panama.

44
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



MUNRO; PD, BARBOUR A & TH BIRKBECK. (1955). Comparison of the growth and
suvirval and larval turbot in the absence of cultivable bacteria with dose in the presence of
vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus or a marine Aeromonas sp. Applied and

Enviromental Microbiology. Volumen 61. pag. 4425 — 4428.

NAVINER M, JP BEREGE, P DURAND & H LEBRIS. (1999). Antibacterial activity of
marine diatom Skeletonema costatum against aquacultural patogens. Aquaculture. Volimen

174. pag. 15 - 24.

OLSEN; Al, Y OLSEN Y ATTRAMADAL, K CHRISTE, TH BIRKBECK, J SKIERMO
& O VADSTEIN. (2000). Effects of short term feedeing of microalgae on the bacterial
flora associated with juvenile Artemia franciscana. Aquaculture. Volumen 190. pag. 11 -

25.

RICO-MORA, R. & D. VOLTOLINA (1995). Bacterial interaction in Skeletonema
costatum cleve (bacillariophyceae) culture. Revista Italiana Acquacoltura. Volumen 30.

pag. 105 — 109.

RIEMANN, L; GF STEWARD & F. AZAM (2000). Dynamics of bacterial community
composition and activyti during mesocomsm diatom bloom. Applied and Enviromental

Microbiology. Vollimen 66. pag. 578 — 587.

45
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



RIQUELME, C. E; K. FUKAMI & Y. ISHIDA. (1987). Annual fluctuations of
phytoplankton and bacterial communities in Maizuru bay and their interrelationship.

Bulletin of the Japanese Society of microbial Ecology. Volumen 2. pag. 29 -37.

SANCHO VALLS J, R. BALDIRIS NACENTE, M. SANCHEZ COLL. 1996. Medios de

Cultivo para Microbiologia. Cuarta edicion. Espafa.

SALVESEN I, KI REITAN, J SKGERMO & G OIE. (2000). Microbial environment in
marine larviculture: Impact of algal growth rates on the bacterial load in six microalgae.

Aquaculture International. Volumen 8. pag. 275 — 287.

VISO AC, D PESANDO & C BABY. (1987). Antibacterial and antifugal properties of

some marina diatoms in culture. Botanica Marina. Volumen 30. pag. 41 — 45.

46
Balmaceda Gonzales Hilda Maria



—PRESENCIA DE BACTERIAS EN CULTIVO DE MICROALGAS EN MEDIO CONTROLADO

ANEXOS.

MICROALGAS CULTIVADAS.
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—PRESENCIA DE BACTERIAS EN CULTIVO DE MICROALGAS EN MEDIO CONTROLADO

SECCION DE CULTIVOS PUROS

Fig. 1 Revision de muestras de las tres especies de Microalgas
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Fig. 2 Area donde se encuentran los niveles de cultivo (tubos de ensayos y botellas)
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Fig. 3 Area donde se encuentra el nivel de cultivo (vasos)
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Fig. 4 Area de preparacion de los medios de cultivos utilizados (MacConkey,
Estandar, TCBS Y Cetramide

Fig. 5 Area de siembra de las muestras de Microalgas en los diferentes medios

e incubacion.
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