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RESUMEN

En este estudio se evalué la capacidad antagénica de la Cepa A (Bacillus sp.) y B
(Pseudomona stutzeri) frente a V. anguillarum mediante el método de doble capa;
obteniendo como resultado la formacion de halo de inhibiciéon para la Cepa A y B con 8y

10 mm, respectivamente.

Se emplearon 8 tratamientos, dos fueron controles para verificar que ningln factor externo
influenciara en la mortalidad de las larvas y 6 tratamientos a distintas concentraciones. La
Cepa A, a una concentracion de 1 x 106y 1 x 10% cél mLly CepaB a1l x 106y 1 x 10* cél
mL-%; como resultado Cepa B a una concentracion de 1 x 108 cél mL! redujo la mortalidad
deun94.21+3.77 % a 33.13%, siendo el mejor tratamiento individual en la supervivencia de

Argopecten purpuratus.

De igual forma se realizé6 combinaciones de Cepa Ay Ba 1 x10* cél mL1y 1 x 106 cél mL-
1, La combinaciéon 6ptima fue a 1 x 10* cél mL-! de ambas cepas reduciendo la mortalidad
de las larvas de un 94.21+3.77 % a 22.54%. Concluyendo que, Cepa B da un resultado
Optimo, y la combinaciéon de Cepa A y B, también muestra un alto porcentaje de

supervivencia de las larvas.

Palabras clave: Bacillus sp., Pseudomona stutzeri, Argopecten purpuratus, antagonismo,

supervivencia.



ABSTRACT

In this study, the antagonistic capacity of Strains A (Bacillus sp.) and B (Pseudomona
stutzeri) against V. anguillarum was evaluated using the "double layer method"; obtaining
as a result the formation of an inhibition halo for Strain A and B with 8 and 10 mm,

respectively.

Eight treatments were used, of which two were controls to verify that no external factor
influences the mortality of the larvae and six treatments at different concentrations. Strain
A, at a concentration of 1 x 10% and 1 x 10* cells mL-! and Strain B at 1 x 10% and 1 x 10*
cells mL-1; as a result, Strain B at a concentration of 1 x 106 cells mL-! reduced mortality
from 94.21+3.77% to 33.13%, being the best individual treatment in the survival of

Argopecten purpuratus.

Likewise, a combination of Strain A and B was performed at 1 x 10* cells mL-*and 1 x 10°
cells mL-1. The most optimal combination was 1 x 10* cells mL"! of both strains, reducing
mortality. of the larvae from 94.21+£3.77% to 22.54%. Concluding that Strain B gives an
optimal result, and the combination of Strain A and B also shows a high percentage of larvae

survival.

Keywords: Bacillus sp, Pseudomona stutzeri, Argopecten purpuratus, antagonism,
survival.
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. INTRODUCCION

En la actualidad, la acuicultura peruana esta enfocada en cultivos de camarones peneidos
(Litopenaneus vannamei), la concha de abanico u ostién blanco (Argopecten purpuratus),
la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y tilapia (Oreochromis spp.), siendo tendencia

en la América Latinay el Caribe (Mendoza, 2013).

Argopecten purpuratus es uno de los cultivos mas importantes en Peri y Chile. El
desarrollo de este molusco bivalvo en el Per( se da principalmente en la zona norte del
pais. EI aumento de su produccién no solo se debi6 a mejoras en su productividad y en
las tecnologias aplicadas, sino a los productores de pequefia escala. Pero a pesar de ello;
factores como la variabilidad climatica, deficiencias en el manejo, falta de reservas de
semillas o fendmenos como el Nifio costero han afectado su produccion (Castellacci et

al., 2020).

Hay estudios que han demostrado como principal patologia en larvas de diversas especies
de moluscos a las cepas de Vibrio, mostrando sintomas como cierre de valvas, ruptura del
velo, necrosis dela glandula digestiva y una gran carga bacteriana dentroy fuera de larva.
De ellas se identifican a Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio superbus, Vibrio

tubiashii, Vibrio splendidus (Rojas, 2016).

En la acuicultura, el uso de antibidticos se ha visto reducido debido a la generacién de
problemas en el ecosistema, como la resistencia de cepas bacterianas a antibioticos. La
adicion de antibidticos para eliminar cepas patogenas, también elimina bacterias
benéficas para el mismo organismo. Ademas, la acumulacion de sustancias quimicas es
un riesgo para el consumidor final, que seriamos nosotros los seres humanos (Savic,

2018).



Un tratamiento alternativo para minimizar el efecto negativo de estos patdgenos es la
aplicacién de probidticos. Su aplicacion en la dieta de los animales acuaticos influye de
forma positiva en el crecimiento, su condicion fisioldgica y en el aprovechamiento del

alimento (Dawood, 2019).

Estas cepas probidticas deben tener ciertos atributos como el ser seguros para el
organismo receptor, deben ser estables y viables, poder sobrevivir y tolerar ambiente de
estrés a distintos pH, tener facilidad en la capacidad de adhesion y colonizacion del tracto
gastrointestinal del hospedero (Rahul, 2018). Jugando asi un importante papel en la
prevencion de enfermedades, ya que producen compuestos inhibitorios que actuan

antagonicamente contra los microorganismos patégenos (Garcia, 2015).

El presente trabajo se basa en el estudio de bacterias del género Pseudomonas stutzeri y
Bacillus sp., en distintas concentraciones, como potencial probi6tico; esperando con ello,

un efecto positivo frente al desafio de V. anguillarum, en supervivencia del cultivo de

larvas de conchas de abanico.

1.1. PROBLEMA
¢Cual es el efecto de adicion de Pseudomonas stutzeri (Cepa A) y Bacillus sp. (Cepa
B) sobre el antagonismo de Vibrio anguillarum en la supervivencia de larvas de

Argopecten purpuratus (concha de abanico), en condiciones de laboratorio?

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la adicion de Pseudomonas stutzeri y Bacillus sp. sobre el

antagonismo de Vibrio anguillarum en la supervivencia de larvas de Argopecten

purpurtus, en condiciones de laboratorio.



1.2.2.0bjetivos especificos

- Determinar la capacidad antagénica in vitro de Pseudomonas stutzeri y Bacillus
sp. frente a Vibrio anguillarum.

- Determinar el efecto de las diferentes concentraciones (1x10*y 1x108 UFC/mL)
de Pseudomonas stutzeri sobre el antagonismo en Vibrio anguillarum en la
supervivencia de larvas de Argopecten purpuratus.

- Determinar el efecto de las diferentes concentraciones (1x10*y 1x108 UFC/mL)
de Bacillus sp sobre el antagonismo de Vibrio anguillarum en la supervivencia
de larvas de Argopecten purpuratus.

- Determinar la concentracion éptima de Pseudomonas stutzeri y Bacillus sp.
(1x10% - 1x10* UFC/mL y 1x108 - 1x108 UFC/mL) sobre V. anguillarum en el
mayor porcentaje de supervivencia de larvas de Argopecten purpuratus, bajo

condiciones de laboratorio.



1.3.

1.4.

HIPOTESIS

La adicion de Pseudomonas stutzeri y Bacillus sp. sobre el antagonismo de Vibrio
anguillarum, logrard aumentar el porcentaje de supervivencia de larvas de
Argopecten purpuratus a una concentracion de 1x 10* UFC/mL de Pseudomonas

stutzeri y 1x 10* UFC/mL Bacillus sp.

JUSTIFICACION

En los Gltimos afios la acuicultura sea convertido en una industria que ha aportado
un gran valor nutricional en el mundo; y asu vez ha generado empleos en paises tanto
desarrollados como subdesarrollados. Entre los productos generados por la

acuicultura se encuentra la produccion de Conchas de Abanico.

Los cultivos de bivalvos marinos, tales como la concha de abanico (Argopecten
purpuratus) se ven afectados por la elevada tasa de mortalidad larval causada por la
presencia de bacterias patdgenas marinas como Vibrio anguillarum y Vibrio
alginolyticus. Rojas, (2015) reportd en su estudio que cepas patogenas de Vibrio
splendidus ocasiond la muerte de larvas de Argopecten purpuratus en porcentajes
superiores al 70% (VPAP16), 80 % (VPAP18) y 50% (VPAP23), mostrando efectos
adversos como la ruptura del velo, necrosis del tejido digestivo, colonizacion

bacteriana (Rojas et al., 2015).

Se ha demostrado que a pesar de las buenas condiciones sanitarias y las medidas de
prevencion para evitar exponer los criaderos a brotes de patdgenos las especies de
Vibrio que muestran una gran virulencia estos patdégenos ingresan a los tanques.
Rojas et al.,( 2016) reporté una mortalidad masiva causada por V. tubiashii. Las

larvas infectadas por este patdgeno obtuvieron un 0% de supervivencia pasada las 36



horas de evaluacion, mostrando signos de necrosis de la glandula digestiva, ruptura

de velo e infestacién bacteriana alrededor de la larva.

Considerando que existe una gran diversidad de microorganismos cultivables dentro
de Argopecten purpuratus, como indica Godoy et al.,(2011); en cuyo estudio
realizaron recuentos bacterianos e identificaron las cepas aisladas mediante
secuenciacion de ADNr pudiendo identificar més de 15 géneros bacterianos. Los
géneros con mayor presencia fueron Pseudomonas, Bacillus, Marinobacterium,
Alteromonas y Vibrio evidenciando una gran diversidad bacteriana presente en las

larvas muy diferentes a las encontradas en el agua.

Por ello, se pretende en esta investigacion evaluar la aplicacion de dos tipos de
microorganismos potencialmente probioticos Bacillus sp. y Pseudomona stutzeri
contra un patdgeno Vibrio anguillarum en la supervivencia de larvas de “Conchas de

abanico”.

Ademas, sentar las bases para posteriores estudios de probioticos que son productos
empleados actualmente como una alternativa biotecnoldgica ante el uso de
antibidticos debido a que estos crean una resistencia, ademas de eliminacion de
antibidticos a las corrientes de agua contaminando. Por consiguiente, se trata de
conocer la concentracion Optima de Pseudomonas stutzeri y Bacillus sp. como
potencial probidtico en cultivos de larvas deconchas de abanico frente al desafio con
V. anguillarum. La busqueda de nuevos probidticos mas eficaces serian un recurso
potencial en la acuicultura marina, para disminuir las enfermedades infecto-
contagiosas que a menudo se presentan en estos cultivos, siendo ello un factor

limitante y generando perdidas en la rentabilidad de las empresas productoras.



1.5.

1.6.

IMPORTANCIA
En nuestro pais, uno de los productos de acuicultura es la concha de abanico, cuya
produccion a gran escala genera estrés a los animales; y con ello, se genera problemas

de enfermedades y el deterioro ambiental; por ende, serias pérdidas econdmicas.

El presente estudio contribuird generar un conocimiento para poder disminuir la
aplicacion de antibidticos que llevan al deterioro ambiental, y reducir las pérdidas
econdmicas ocasionadas por la elevada mortalidad larval debido a la presencia de

bacterias patogenos en cultivos de conchas de abanico.

LIMITACIONES DEL TRABAJO

Se tuvo como limitacién el control de la temperatura dentro del laboratorio donde se
realizo el trabajo, por falta de aire acondicionado a lo cual se hizo frente con el uso
de ventiladores y un control mas riguroso de la temperatura ambiental. Otra
limitacién fue la obtencién de larvas de Argopecten pupuratus, que se logré superar
gracias al apoyo de la empresa de Cultimarine, ya que muchas otras entidades nos
cerraron las puertas. Finalmente, no existen muchos estudios previos respecto al uso

de Pseudomonas stutzeri como un probiético en la acuicultura.



1. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

La exportacion acuicola de conchas de abanico en el Perd en el afio 2021 esta
valorada en USS 121.7 millones, lo que significo un crecimiento de 62.1%. Siento la
region Piura con un 77, 7% la principal exportadora, seguida por Callao con un 14.0%
y finalmente Ancash con un 8% que representa un 9.7 millones (Figura N°1) (Centro

de Investigacion de Economia y negocios globales, 2022).

El desarrollo de criaderos juega un papel importante en este sector. Sin embargo, los
brotes de enfermedades causadas por patdgenos bacterianos puede llevar a la perdida
de lotes completos, comprometiendo la produccion (Prado, Romalde, & Barja, 2010).
Otros factores que aumentan los riesgos, se derivan del disefio del sistema de los
criaderos de bivalvos, en circuito cerrado con la misma agua en periodos de 2 a 3

dias o un sistema semi-cerrado con una baja tasa de renovacion (Prado, et al., 2010).

El tratamiento con antibidticos, ocasiona un riesgo de tener bacterias resistentes e
incluso eliminar la microbiota que es benéfica en los sistemas de cultivo. Asi como

obtener un problema bio-ecoldgico al desechar antibidticos al agua (De la Fuente y

Falndez, 2019).

La mayoria de las infecciones en especies acuaticas juveniles y adultos se ven
afectadas por al menos 7 géneros de bacterias. Se menciona como causantes a los
géneros Cytophaga, Nocardia, Mycoplasma, Ricketssia, Chlamydia y Vibrio, siendo

este dltimo el mayormente identificado en las especies (Lokmer & Wegner, 2015).

Un tratamiento alternativo es el uso de probidticos que han demostrado tener

beneficios incrementando la supervivencia en larvas; asi como, también la resistencia



a enfermedades, mejorando el crecimiento, estimulando la respuesta inmune, y
reduciendo de forma significativa la produccion de residuos contaminantes (Pérez

Chabela, Alvarez, Soriano y Pérez., 2020).

Peru: Exportacion de Conchas de Abanico 2021

Otros
0.3%

Piura
77.7%

Figura 1. Exportacion de Conchas de Abanico en el afio 2021. Fuente: SUNAT, ADEX
Data trade.

En la investigacion de Oleachea (2018), se aisl6 mayor cantidad de bacterias del
género Bacillus del tracto digestivo de Argopecten purpuratus, y también fueron las

que aportaron mayor actividad antagdnica, relacionando esta actividad con el control

e inhibicion de agentes patogenos.

Moriarty, como se cité en Leyton (2010), concluy6 que aplicando Bacillus sp. en un
cultivo de camarones permitio la supervivencia de estos por 160 dias frente a Vibrio
sp., mientras que en un cultivo sin aplicacion de Bacillus sp en menos de 80 dias
fracaso debidoa la presencia de Vibrio sp. Leyton(2010) con su estudio concluye que
bacterias del género Bacillus tiene efecto antagonico y pueden ser tratados para

eliminar a Vibrio parahemolyticus, y merecen estudios complementarios en

Concholepas concholepas.



2.2.

En ensayos experimentales con L. vannamei con Vibrio harveyi qued6 demostrado
que los animales presentaron resistencia mostrando una respuesta inmune de mayor
magnitud y efectividad en la frente a la eliminacion de patogenos a diferencia de los

animales normales (Huang et al.,2013).

GENERALIDADES DEL GENERO Pseudomonas

Pseudomonas son denominadas asi, porque se suelen disponer en parejas de células
que recuerdan una célula Unica. Los miembros que componen este género se pueden
encontrar en compuestos organicos en descomposicion, en el suelo, en la vegetacion

y en el agua (Murray et al., 2014).

Segun Holt en el Manual de Bergey Microbiogia Determinativa, “El género
Pseudomonas son bacilos Gram-negativos, morfolégicamente rectos o ligeramente
curvos, deentre 0.5 - 1.0 um dedidmetroy 1.5 5.0 um de largo. En medios liquidos
suelen presentar desplazamiento, pero también se observa desplazamiento en
superficies que tengan un grado de humedad gracias al movimiento rotatorio de sus

flagelos polares” (Puente et al., 2013).

Son organismos que obtienen energia a partir de la oxidacion de compuestos
organicos con un metabolismo respiratorio, generalmente aerébico (oxigeno). Son
muy versatiles, pudiendo emplear sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, no
requieren vitaminas (Puente et al., 2013). Su diversidad metabdlica les permite
adaptarse y sobrevivir a diversos nichos ecoldgicos. Son capaces de producir
compuestos de interés como pigmentos y polimeros de importancia biotecnoldgica

(Di Martino, 2015).



2.2.1. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Pseudomona sp
Son bacilos gran negativos, aerobios y oxidasa positivos. Debido a su metabolismo
tienen la capacidad de adaptarse a diversos héabitats donde se encuentren utilizando
para su nutricion carbono o nitrégeno (Estupifian, Avila, Lopez, Martinez, Miranda,
Ortegon., 2018).
El crecimiento de Pseudomonas spp., se da en medio de cultivo B de King Agar, a
que estimula su produccion de sideréforos llevando a la formacion de colonias que

son fluorescentes bajo luz UV (Viteri. Regalado y Toaza, 2020).

Tabla 1. Identificacion bioquimica del género Pseudomonas

(Movilidad +) © . Hidrolisis de
= £ = ©

2 535288 L2 8% 3 8oL

S vl £ 57 =z < O©° O < = u
P, aeruginosa + 4+ +- 4+ + + + o+ - -
R fluorescens + 4+ + - =+ + - + =F - -
B putida + + +- - - + - - - - -
P, stutzeri + + - -+ - 4 - -+
P. mendocina 4+ + - - 3+ 4+ + - - - -
P, alcaligenes + - - - 4 -t - - - - -
P pseudoaicaligenes  + - - - 4 4/ - - - - -
P luteola - + - - 4/ + _|_ S Y S
P, oryzihabitans - 4+ - - - -+ - - -

Fuente Nicola F, Bacteriologia clinica - Univ. Kennedy.

2.2.2. Pseudomonas COMO MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

Las Pseudomonas pueden utilizar para su crecimiento una gran variedad de
compuestos como fuente de carbono. A pesar de ello con la evolucion, estos
microorganismos han desarrollado estrategias de sobrevivencia para poder competir

por nutrientes en su medio ambiente. Entre estas estrategias esta el desarrollo de
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2.2.3.

compuestos antimicrobianos que le permitan inhibir a otros miembros del ambiente;

asi como también han mejorado su sistema de quimiotaxis (Luis V., 2007).

Sankar (2012), en donde evalud el efecto de la suplementacion dietética con P.
aeruginosa VSG-2 sobre la inmunidad innatay la proteccion frentea la infeccién por
Aeromonas hydrophila, obtuvo como resultado que los peces alimentados con dietas
que contenian P. aeruginosa tuvieron altas tasas de supervivencia frente a la

infeccion con Aeromonas hydrophila.

Segun Luis V. (2007), en su estudio sobre la caracterizacion de microorganismos con
potencial probiodtico aislados del intestino del camarén blanco (Litopeneaeus
vannamei) y la glandula digestiva de placer Crossostrea cortensis, cuyo objetivo fue
la produccion de camarones adultos. Se evalué la supervivencia larval de L.
vannamei; donde perfila al género Pseudomona, en especifico a Pseudomona

aeuriginosa como potencial probiotico junto a Burkloderia cepacia (Luis V., 2007).

ASPECTOS GENERALES DE Pseudomonas stutzeri

Fue descrita por primera vez en 1895 por Burri y Stutzer. Es una bacteria distribuida
en el ambiente en diversos nichos ecologicos con propiedades desnitrificantes no
fluorescente. Estudios realizados han demostrado caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas particulares en sus colonias; a diferencia de otras Pseudomonas, estas
emplean compuestos de carbono como almidén, maltosa, etilenglicol (Molgatini et

al., 2017).

El amplio estudio de esta especie se debe a sus propiedades metabolicas. Es un
organismo modelo para estudios de desnitrificacion; muchas cepas tienen

propiedades de transformacion natural, lo que los hace relevantes para el estudio de

11



2.3.

transferencia de genes en el medio ambiente. A diferencia de otras especies este

género no presenta pigmentacion fluorescente (Lalucat et al.; 2006).

Generalmente, presentan forma de varilla de longitud entre 1- 3 um y 0.5 pm de
ancho, y tienen un solo flagelo polar. Es una bacteria Gram negativa, con reaccion
positiva para catalasa y oxidasa. Es estrictamente aerobio y con cepas poco
resistentes a pH acidos menores de 4.5, con un rango de tolerancia a temperaturas de

entre 4° C a 45°C.

Las cepas de P. stutzeri se aislan principalmente del medio ambiente, localizando en

suelos, aguas residuales, aguas marinas y aguas subterrdneas, y poco comin en

muestras clinicas (Pintado et al., 2015).

GENERALIDADES DEL GENERO Bacillus sp.

Las bacterias de genero Bacillus son Gram positivas, en forma de bastoncillo y se
agrupan en cadenas. De movilidad espontéanea e independiente y poseen flagelacion
periférica. Una caracteristica tipica de este género es la produccién de endosporas y
la produccion de enzimas hidroliticas que mejoran la utilizacion de los alimentos.
Las endosporas que producen son estructuras ovoides pequefias. Su sintesis
constituye un sistema de proteccion frente a un medio ambientales adverso y su uso
reduce la proliferacién de bacterias dafiinas favoreciendo los procesos digestivos

(Millan, G. etal, 2008).
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Entre otras caracteristicas de Bacillus esta su tamafio variable que oscila entre 0.5 y
10 pm con forma bacilar, y tomando para su desarrollo ambientes aerobios como
anaerobios facultativos. Su éptimo crecimiento se da a un pH neutro y un amplio
rango de temperatura, en su mayoria son mesofilas creciendo en temperaturas de

entre 30 y 45°C (Villareal et al., 2018).
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Figura 2. Morfologia del género de Bacillus A) Se muestran células en forma bacilar,

Gram positivas; B) Se muestran endosporas (flecha roja) y células bacilares (flecha azul);

y C) morfologia macroscépica (Villareal et al, 2018).

2.3.1.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Bacillus sp.

Larrea et al., (2015) aplicé cuatro métodos de identificacion bioquimica de Bacillus
sp. La prueba de catalasa, donde la cepa fue sembrada en agar nutritivo a 28° C por
24 horas. Las colonias dieron positivo a la prueba observdndose la formacion de
burbujas por la produccion de Oz debidoa la actividad enzimatica. La segundaprueba
fue en Agar hierro, mediante la cual se puede identificar la capacidad que tiene un
microorganismo de metabolizar un hidrato de carbono especifico. Las otras dos
pruebas fueron VVoges Proskauer que permite observar si el microorganismo fermenta

la glucosa por la via butanodiodlica; y la prueba de hidrolisis de almidon.

Amin Mansour et al., (2015) reporta en su metodologia que para la identificacion de

Bacillus spp. aplico las pruebas de susceptibilidad a penicilina, la hidrdlisis citrato,
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motilidad, VVoges-Proskauer, la produccion de indol, prueba de catalasa, reduccion

de nitrato y produccion de H2S.

De la misma forma Leon y Chinchilla (2013), identificé mediante diversas pruebas
bioguimicas y morfoldgicas una cepa de Bacillus spp. concluyendo que forman
colonias circulares de color amarillento y cuya caracteristica importante de esta

bacteria es la produccion de endosporas (Tabla 01).

Tabla 2. Pruebas morfoldgicas y bioguimicas para identificacion de Bacillus sp.

Pruebas Resultados

Colonias circulares , color

Caracteristicas medio sélido (4GAR) .
amarillento

Tincion de Gram +
Moitilidad +
Cafalasa +

Citocromo Oxidasa -

Hidrolisis de almidon +
Prueba cifrato -
Produccion de H2S +
Fermentacion de sacarosa -
Prodiccion de Indaol -

Gernfamicing

Perdxido de Hidréogeno
Acido Mixta -Rajo Metilo
Butanodiol V{:lges—P}'{:lsﬁcmfer

+ + +

Fuente Leon, O., & Chinchilla, W. (2013).

2.3.2. ESTUDIO DE BACILOS COMO PROBIOTICOS

Se ha demostrado que hay actividad antimicrobiana frente especies patogenas de V.
alginolyticus, V parahaemolyticus y V. harveyi, al adicionar Bacillus subtilis en la
dieta de especies juveniles del Litopenaeus vannamei conocido cominmente como
camaron, donde se demuestra la disminucion en la mortalidad frente al grupo control

cuyo posible modo de accion es el antagonismo (Balcazar & Rojas; 2007).
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Villamil (2009), en su recopilacion de informacion nos mostrd que las cepas de
Bacillus han sido beneficiosas disminuyendo el nimero de Vibrio e incrementando
la supervivencia de P. monodon y L. vannamei en donde el posible modo de accién
fue por antagonismo in vitro. Adicional al beneficio en la supervivencia, esta cepa su
costo de produccién es de un costo moderado ya que podemos encontrarlas en agua

de mar, agua dulce, suelo e incluso en el tracto gastrointestinal de especies marinas.

Li (2007), reportd que el nimero de Vibrio se ve disminuido por la adicion de
Bacillus licheniformes en el alimento de L. vannamei, aportando también un
incremento en su el conteo de hemocitos, super-oxido dismutasa y fenoloxidasa. Con
ello se concluyd, que al suministrar Bacillus licheniformes se observa un beneficio

en la microbiota del camardn blanco y en sus parametros inmunolégicos.

2.4. PATOGENOS EN LA ACUICULTURA
Los patdgenos son microbios que causa enfermedadesen un hospedero, pero no todos
los microbios causan enfermedad evidente en los hospederos (Rocha et al., 2004).
Se define como un microorganismo que causa enfermedad en su huésped, donde la
gravedad de los sintomas de define como virulencia. Taxonémicamente, los
patdgenos son diversos y comprenden virus y bacterias; tanto eucariotas unicelulares

como pluricelulares (Balloux y Van Dorp, 2017).

Las diversas especies de interés en la acuicultura son afectadas por diversas
enfermedades. EI concepto de enfermedad se les atribuye a las especies cultivadas
cuya disfuncion y muerte es causada por la actividad de agentes infecciosos. Muchas
veces la muerte no solo es causada por un agente infeccioso, sino también por el

estrés ambiental.
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En moluscos, existe una serie de enfermedades causadas principalmente por
bacterias. Una alta tasa de mortalidad se debe principalmente a agentes bacterianos,

destacando entre ellos a miembros del género Vibrio.

Este género bacteriano incluye a muchos patdgenos de la acuicultura marina y esta
relacionado con problemas larvarios de bivalvos. Provoca distencion y
desprendimiento del manto, aparicién de estrias en el cuerpo, con una mortalidad

superior al 70% (Figueras & Novoa, 2011).

Los bivalvos al ser organismos filtradores también suelen ser afectados por
enfermedadesvirales, debidoa que pueden acumular patdgenos algunos de los cuales
pueden ser virus. Entre los virus que afectan a los bivalvos estd Birnavirus,
Iridovirus, Herpesvirus. A su vez, los bivalvos se ven afectados por parasitos
protozoos del género Perkinsus sp. que se encuentran distribuidos a nivel mundial en

América, africa, Europa, Asia y Oceania (Valera A., 2018).

Laacuicultura se ve afectadaprincipalmente por virus y bacterias. La principal causa
de laaparicion de enfermedadesse ve relacionado con las malas précticas de manejo,
o con la movilidad de animales vivos e infectado hacia las areas libres de patdgenos

(Unzueta — Bustamante et al., 2004).

MOLUSCOS

Los moluscos son de cuerpo blando, provistos generalmente de concha externa o
interna. Son animales de ambientes acuaticos o muy hdmedos. Una gran parte de
ellos son marinos, residen en varios océanos, y la mayoria en las lineas de la marea.

Algunos bivalvos y gasterépodos han colonizado héabitats salobres y de agua dulce.
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Presentan caracteristicas como un cuerpo provisto de cabeza bien definida, la zona
dorsal del cuerpo contiene la mayoria de los 6rganos y esta cubierta por el manto, la
parte ventral cominmente especializada en un pie muscular utilizado para la
locomocidn, el corazdn y parte de intestino se encontrarian en la cavidad celomica,

las partes expuestas del cuerpo poseen cilios y células glandulares de tipo mucoso

(Padilla y Cuesta, 2003).

CLASIFICACION DE MOLUSCOS

Cudofoveados: son animales vermiformes (forma de gusano), sin presencia de
concha. Se encuentran habitando en tuneles verticales a lo recondito en el fondo del
mar. Presentando un cuerpo alargado y rodeado por un manto. Algunas especies son
comensales y otras parasitas.

Solenogastros: son moluscos vermiformes, se alimenta de cnidarios y habitan en las
profundidades. Carentes de concha, bajo su epidermis se encuentra una cuticula

quitinosa y espiculas calcareas y aragoniticas.

Monoplacéforos: Se encuentran en lo profundo del océano y cuya caracteristica es

una concha simple.

Poliplacoforos: Habitan en la zona litoral, sobre sustratos rocosos. Posee un pie
musculoso para movimientos lentos. Su manto segrega una serie de ocho placas

calcareas imbricadas que sirven para proteccion.

Escaf6podos: Son animales marinos y bentonicos. Habitan en fondos blancos o
sobre rocas. Con un caracteristico cuerpo alargado y rodeado por el manto. Algunas

especies son comensales y otras paréasitas.

Cefal6podos: Los mas conocidos son los pulpos y calamares. El pie se encuentra

junto a la cabeza, segmentado en numerosos tentaculos. EI nimero de tentaculos
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2.6.

varia de 8 hasta 90. Entre sus caracteristicas esta la presencia de células pigmentarias
denominadas cromatéforos, permitiéndole cambiar el tono de su apariencia externa.

Ademas, cuentan con ojos muy desarrollados, un cuerpo musculoso y muy flexible.

Gasteropodos: Dentro de este grupo se encuentra el caracol de huerta, las babosas,
lapas. Este grupo de moluscos es el Unico que ha conquistado tierra firme. Presentan
cefalizacion bien definida, con tentaculos sensoriales que pueden variar de2 a 4,y

un pie musculoso ventral. Por el extremo de sus tentaculos retractiles, encontramos

situados los o0jos, estos pueden ser desde ocelos hasta complejos ojos con lentes.

Bivalvos: Las principales especies que encontramos dentro de esta clasificacion
estan las ostras, mejillones y almejas. Son especies acuaticas que se ubican a diversas
profundidades. Los bivalvos suelen ser organismos filtradores (Silgado y Tardén,

2010).

ASPECTOS GENERALES DE CONCHA DE ABANICO (Argopecten

purpuratus)

Su nombre cientifico es Argopecten purpuratus, perteneciente al Phyllum Mollusca,
Clase Bivalvia, Familia Pectinidae. Es un molusco filtrador que presenta dos valvas,
esta especie habita en zonas costeras que se extiendedesde las costas del Pacifico del
Per( y del Norte de Chile, entre profundidadesde 5 m hasta 30 m, con niveles de
oxigeno entre 0.2 — 0.8 mg/L y bajo temperaturas que oscilan entre los 13°y 28 °C.

La especie se caracteriza por desovar durante todo el afio (Villegas, 2018).

Pudiéndose también encontrar en sustratos pedregosos, fangosos o que estan
cubiertos por microalgas. Teniendo como depredadoresa los pulpos, estrellas de mar,

cangrejos, caracoles y erizos de mar (Mendo et al, 2011). MEJORAR REDACCION
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2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.

Las areas principales donde se centra el cultivo de conchas de abanico en el Per( se
ubican en las costas de Ancash, zonas como Samanco y Guaynuma. Por la parte de
Lima, predomina la zona de Pucusana. Los bancos naturales estan situados por el
norte en Sechura (Piura), Lobos de Tierra (Lambayeque), Bahia de Independenciae

Isla San Lorenzo (Lima), y por el sur en Pisco y Paracas (Wolff et al., 2007).
ANATOMIA EXTERNA

Se caracteriza por poseen una concha grande, fuerte, convexa y pectiniformes con
estrias radiales de interrupcion de crecimiento concéntricas bien marcadas. Presenta

color que varia de rosado a purpura oscuro (Cueto, 2016).
ANATOMIA INTERNA

La parte interna de la concha es lisa y brillante, pudiéndose notar en la parte central
el musculo abductor llamado “Callo” que llega a medir incluso hasta 17 cm de
diametro. Esta especie es hermafrodita, presentando ambos sexos en una misma
concha. La gbnada que contiene ambos sexos es llamada coral. La parte femenina de
la gonada tiene un color rojizo, y la parte masculina un color blanquecino. Esta
especie presenta una maduracion sexual temprano, su primera madurez es de25 mm.
Pudiendo desovar durante todo el afio, pero presenta dos significativos desoves al

afo (BIOPAT PERU, 2019).

CICLO DE VIDA Y REPRODUCCION DE Argopecten purpuratus

El desarrollo larval de la “concha de abanico™ tiene tres estadios planctonicos:
trocdfera, D-recta y pediveliger. Luego de 12 a 24 horas post-fecundacion se forma
la larva trocéfera cuyo tamafio esta entre 60 — 80 um. Pasada las 72-96 horas post-

fecundacion la larva pasa a D-veliger durando este estadio entre 15-22 dias viéndose
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influenciado por la temperatura, calidad y disponibilidad del alimento.
Posteriormente, transformandose en pediveliger y desarrollando un pie que le
permite fijarse al sustrato hasta su metamorfosis post-larval. Iniciando la fase juvenil
a 10 — 15 dias luego de su asentamiento, y la fase adulta cuya caracteristica es el

desarrollo de la valva con un tamafio de 6 cm se daa 180 dias después (Cueto, 2016).
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Figura 3. Ciclo de vida de Argopecten purpuratus (Fuente Mendo et al, 2011).

El desove se realiza durante todo el afio siendo mayor a finales de verano y durante
el otofio. De forma simultanea se da la maduracion de los gametos, pero durante el

desove son liberados por el mismo conducto primero los espermatozoides luego los

ovocitos en un proceso llamado protandria que proviene de la autofecundacion.

El ciclo reproductivo de la concha de abanico incluye periodos de gametogénesis

(formacion de gametos) que es la proliferacion y crecimiento de los gametos,
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llevandose a cabo en el interior de los foliculos femeninos (ovocitos) y masculinos

(espermatogénesis); el desove, la fertilizacion, el desarrollo larval, el desarrollo

postlarval y el crecimiento hasta la madurez reproductiva.
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Figura 4. Esquema general de la ovogenesis (izquierda) y la espermatogénesis (derecha)
en pectinidos (Fuente Arellano, 2005).

2.6.4. PRODUCCION DE Argopecten purpuratus EN EL PERU

Conocida mundialmente como scallop. A nivel mundial solo se produce en Chile y
Per(. Los mas importantes bancos naturales en el Pert son en la bahia de Sechura,
Bahia de Paracas, Isla Lobos de Tierra, Bahia de Samanco, Isla Blanca, Los Chimus,
Tortugas, Isla San Lorenzo, entre otros. Su produccion se ve afectada de forma
positiva por El nifio favoreciendo su crecimiento, reproduccion y el reclutamiento en
la costa centro y sur del Perd (Mendo, J.; Wolff, M.; Carbajal, W.; Gonzalez, |.;

Badjeck, M., 2007).

En el Pert se pueden encontrar conchas de abanico desde Paita hasta llo, pero su

cosecha esta centrada principalmente en las regiones de Piura y Ancash. Las
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2.6.5.

exportaciones del afio 2014 fueron de 13 500 TMB, 22.01% menos que lo exportado
el afio anterior, haciendo la suma de US $ 125.113. 632 en exportaciones de conchas

de abanico (Salas, 2020).

En el afio 2020, la produccion de concha de abanico en el Peri fue de 47 mil
toneladas, deestas el 81% provienen dePiura - Bahia de Sechura, y para Ancash solo
las 8.962 toneladas. Respecto a las exportaciones en el 2021, Piura tiene el 73% y
Ancash el 18%, posicionando asi al Perd como el segundo productor mundial de
“conchas de abanico”. Logrando ingresos de exportacion de 60 millones de dolares
para la zona de Paita, y 25 millones para Sechura (Agencia Agraria de Noticias,

2022).

Para que la cosecha de concha de abanico se debe cumplir una talla de 65 mm como
talla minima, también influye el peso del musculo aductor y el estado de la génada.
Su precio en el mercado se ve bastante influenciado por el estado gonadal, la
presentacion en que se exportara la concha de abanico, pero sobre todo si es para el

mercado externo o interno (Mendo, y otros, 2011).

FACTORES QUE AFECTAN EL CULTIVO DE Argopencten purpuratus

En el estudio realizado en el impacto de EI Nifio sobre la produccién de “concha de
abanico” por J. Mendo (2003), los resultados muestran que la produccion es afectada
de forma positiva por este fenomeno. Debido al Nifio, Argopecten purpuratus
incrementa la actividad reproductiva, acorta su periodo larval e incrementa su
supervivencia larval; asi como también incrementa la supervivencia de juveniles y

adultos ya que disminuye la biomasa de depredadores.
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2.7. MARCO CONCEPTUAL

2.7.1. Antagonismo
Segun la RAE lo define como contrariedad, rivalidad, o una oposicion sustancia,
especialmente en doctrinas (Real Academia Espafiola, 2014, definicion 3).
a. Antagonismo social
Se le conoce ala rivalidad, u oposicion que se daentre doso mas personas, a partir
de su ideologia, su opinion, los deseos que tienen, sus anhelos, intereses 0 metas
por alcanzar en su interaccion social (Hurtado V., 2013).
b. Antagonismo bioldgico
Es la aplicacion de microorganismo ya sean levaduras, bacterias u hongos, que
tienen la capacidad de desempefiar un efecto de control biol6gico sobre diversos
patdgenes y han sido empleados para controlar enfermedades (Hernandez,

Bautista, Velasquez y Hernandez- Rodriguez, 2007).

Esta dado por un microorganismo antagonista que causa la inhibicién, deterioro o
muerte de alguna especie de microorganismos por accion de otra (Pérez,

Gonzélez, y Mufioz, 2014).

c. Antagonismo farmacoldgico

Segun Ritter (2020), es donde el antagonista disminuye la concentracion del
farmaco. Esto puede hacerlo mediante la reduccion de la velocidad absorcion en
el tubo digestivo o aumentando la velocidad de excrecion renal. También
aumentando la velocidad de degradacion metabdlica del farmaco (Ritter et al.,

2020).
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2.7.2.

2.7.3.

Otra definicién es cuando se da una anulacion de la respuesta por ocupacion de
los receptores, o cuando se anula su accion farmacoldgica. Esta puede ser
competitiva 0 no competitiva; asi como, reversible o irreversible (Anonimo,
2017).

En este trabajo de investigacion tomamos el concepto de antagonismo bioldgico,
ya que se trabajo con microrganismos como un control natural para enfrentar a
Vibrio anguillarum como pat6geno.

Supervivencia

Segun la RAE, accién o efecto de sobrevivir (Real Academia Espafiola, 2014,
definicion 3).

En biologia, es la capacidad de cualquier ser vivo de sobrepasar circunstancias
especificas que pueden atender contra su vida. Es un instinto que los seres vivos

tienen de forma espontanea antes situaciones de peligro (Bembibre, 2023).

Larvas
Es un estado de desarrollo, donde el animal es capaz de nutrirse por si mismo,
pero todavia no ha adquirido la forma definitiva ni propia de la especie adulta

(Real Academia Espafiola, 2014, definicién 3).

a. Larvas de insectos

Segln Costa et al., (2006), la larva de los insectos es un estado inmaduro post-
embrionario, que muestra caracteristicas adaptativas y variables segin cada
especie. En los insectos, las larvas presentan segmentacion corporal que nacen
con ello, ademéas son heteromorfas, su desarrollo se da de distinta forma y se

adaptan a las condiciones de vida propias de cada larva.
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b. Larvas de organismos acuaticos.

Las larvas en el ambiente acuético, durante su ciclo de vida en los invertebrados
bentdnicos su etapa mas critica viene siendo el asentamiento. Varios factores
ambientales influyen en el asentamiento larval, ya sea fisico como la presion,
flujo, temperatura, luz; biolégico como bacterias, microflora, microfauna; y

fisico-quimico del sustrato basal (Encomendero y Dupre, 2003).

En este trabajo nos enfocamos en las larvas de la especie acuatica Argopecten
purpuratus. Un bivalvo cuyo éxito del cultivo depende principalmente del
asentamiento larval, esto a su vez esta condicionado por factores ambientales que
afectana la produccion delarvas. Para obtener altos rendimientos de la produccion

de semillas es importante el asentamiento larval (Encomendero y Dupre, 2003).
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Il. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion por su proposito fue aplicativo y por su naturaleza
experimental. Se aplico un disefio experimental verdadero con estimulo creciente, donde

existe un grupo control y grupos experimentales.

3.1. OBTENCION DE MICROORGANISMOS

3.1.1. Obtencion de Pseudomonas stutzeri, Bacillus sp. y Vibrio anguillarum.
Las cepas de Pseudomonas stutzeri (Cepa A), Bacillus sp. (Cepa B) y Vibrio
anguillarum fueron proporcionadas por el laboratorio de Investigacion de la E.P.
Biotecnologia de la Universidad Nacional del Santa. Se conservaron en caldo

Luria Bertani y luego se observaron al microscopio aplicando coloracion Gram.

Figura 5. Placa Petri con cepa B- Bacillus sp. (vista macroscépica)
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3.2. OBTENCION DE LARVAS DE CONCHAS DE ABANICO

La obtencién de las larvas de “conchas de abanico” fue proporcionada de los
criaderos de la empresa ‘“Cultimarine” de Samanco, provincia del Santa,

departamento de Ancash.

En un deposito de plastico esterilizados previamente, se extrajo de sus tanques 5 L
de larvas de Argopecten purpuratus “conchas de abanico” a una densidad de 15
larvas/ mL. El transporte del depdsito contenedor de larvas se realiz6 en una caja de

poliestireno con compresas de frio.

Figura 6. El transporte de las larvas de Argopecten purpuratus desde Samanco fue
en una caja de poliestireno con compresas de hielo.

3.2.1.CULTIVO DE BACTERIAS POSIBLEMENTE PROBIOTICAS

Se prepar6 15 matraces con 50 mL de caldo Luria Bertani al 2% de NaCl. Se inoculd
las Cepa A, Cepa B y V. anguillarum dentro de la camara de bioseguridad y fueron
llevadas al agitador magnético a temperatura ambiente durante 18 horas a 100 rpm.

Se determind la concentracion de biomasa por espectrofotometria.
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3.3. PRUEBAS DE ANTAGONISMO

3.3.1. Meétodo de la doble capa
En una placa de agar Mueller- Hinton; medio solido estandarizado para pruedas
de sensibilidad a antimicrobianos, suplementado con 2% de NaCl se inocul6 10
puL de un cultivo de 18 horas de Pseudomonas stutzeri. Dicho in6culo fue

incubado por 48 horas a 20° C.

Se evalud su crecimiento bacteriano y la colonia fue inactivada por vapores de
cloroformo por un tiempo de 45 min. Posteriormente, se elimin6 el cloroformo a
temperatura ambiente.

Seguidamente, se vertio una segundacapa de agar semi-sélido de Mueller- Hinton
suplementado con 2% de NaCl, inoculado previamente con 100 pL de Vibrio

anguillarum. y se incubé por 48 horas a 20°C.

Para Bacillus sp. se realiz6 el mismo procedimiento. En una placa con medio
Mueller- Hinton suplementado al 2% de NaCl se inoculé 10 pL de cultivo de 18
horas de Bacillus sp.y fue incubado por 48 horas a 20°C. Se evalu6 su crecimiento
bacteriano y la colonia fue inactivada por vapores de cloroformo por un tiempo
de45 min. Posteriormente se dejo evaparar el cloroformo a temperatura ambiente.
Finalmente, se vierte una segunda capa semi solida a 38 °C de 100 pL de Vibrio

anguillarum e incub6 por 48 horas a 20°C.
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Figura 7. Antagonismo por el método de la doble capa de P. stutzeri (Cepa A —
C11) Bacillus sp.(Cepa B — C12) en tiempo cero.

3.4. CULTIVO DE LARVAS DE “CONCHAS DE ABANICO” CON

BACTERIAS

3.4.1. Acondicionamiento del sistema

El sistema fue instalado en un ambiente aséptico, donde mesas y pisos fueron
desinfectado con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%. La temperatura del
ambiente fue controladaa 18°C + 2°C y con conexién de aire. El agua de mar fue

recolectada desde la caleta de pescadores “El Dorado”, fue esterilizada a 121°C

por 15 min y almacenada en bidones estériles.

Se utilizaron recipientes de plasticos de 600 mL con tapa; se perfor6 la tapa con
la finalidad de tener dos orificios de salida y entrada de aire. Se desinfectd con
lejia al 2%, se enjuago Yy se esterilizé a 80°C por 120 min. Para el suministro de
aire, se utilizaron varillas, mangueras, valvulas y empates de plastico, que fueron

“esterilizados” a 80°C por 120 min.

29



3.4.2.

Se utilizé un tamiz de 45 um, fue lavado con lejia y esterilizado a 180°C por 15
min. A cada recipiente de plastico se vertié 300 mL de agua de mar con pH 7 y se
midio con el sensor de oxigeno la inoculacion de aire hasta alcanzar 7 mg/L de

oxigeno disuelto (Maidana y Soto, 2009).

Preparacion de tratamientos

Se afiadié en cada recipiente estéril 300 mL de agua de mar previamente
esterilizada, se controld el pH y oxigeno disuelto en el agua. Luego se cerrd el

recipiente y se colocd una varilla de plastico conectado al suministro de aire.

Después de haberse llenado todos los recipientes y rotulado con los tratamientos
correspondientes. En cada recipiente se procedio a la inoculacion de la microalga
Isochrysis galvana a una concentracion de 50 000 cel/ mL, (Ver ANEXO N°03)
y también a la inoculacién de las larvas de Argopecten purpuraus (“conchas de

abanico”) a una concentracién de 10 larvas/mL.

La posible bacteria probidtica fue agregada cada 24 h, luego de su respectivo
cambio de agua. Después de 24 horas de cultivo se agreg6 10*de V. anguillarum

(Maidana y Soto, 2009).

Se realizd el cambio completo de agua cada 24 h, con un tamiz de 45 pum.
Consistio en verter el depdsito completo al tamiz y recoger la solucion tamizada
en un vial seguidamente se vertié nueva agua de mar, la solucion tamizada, la

solucién de microalga y la solucion de bacteria en el deposito (Maidana y Soto,

2009).
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Figura 8. Acondicionamiento del sistema para el desafio de la Cepa A y B frente a
Vibrio anguillarum.

3.4.3. Monitoreo y recoleccion de datos del sistema
El monitoreo fue realizado cada 24 h; consistié en contar de forma directa en el
estereoscopio las larvas vivas y muertas en una muestra de 1 mL de la solucion

por triplicado.

Se realizd un andlisis estadistico ANOVA simple, este procedimiento construye
un estadistico donde describe el impacto de un factor categorico (Variable

independiente) X sobre una variable dependiente Y (Statgraphics, 2005).
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Tabla 3 Tratamientos de Larvas de Argopeceten purpurtatus frente al desafio con V. anguillarum

ROTULACION TRATAMIENTO REPETICIONES
A Control (Solo Larvas) Al, A2, A3
B Control (Larvas + V. anguillarum) B1,B2,B3
D Cepa. A 10%cel/mL + Larvas + V. anguillarum D1, D2, D3
E Cepa. B 108 cel/mL + Larvas + V. anguillarum E1l,E2,E3
| Cepa. A 10% cel/mL + Larvas + V. anguillarum 11, 12,13
J Cepa. B 10* cel/mL + Larvas + V. anguillarum J1,32,33
P Cepa A 104 cel/mL + Cepa B 104 cel/mL + larvas + V. P1,P2, P3

anguillarum
Q Cepa A 108 cel/mL + Cepa B 108 cel/mL + larvas + V. Q1, Q2,Q3
anguillarum

con la aplicacion de Bacillus sp y P. stutzeri

LEYENDA

Cepa A: Pseudomona stutzeri
Cepa B: Bacillus sp.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. DESCRIPCION MICROSCOPICA

Los microorganismos proporcionados fueron vistos en el microscopio.

La cepa B Bacillus sp. proporcionada por el laboratorio de investigacion de la
Universidad Nacional del Santa fue reactivada en caldocomin y resembrada en caldo
comun + levadura al 5% por 48 horas a 30°C. Posteriormente, vista al microscopio
con tincion Gram donde se observé forma de bastones y se tifié de azul oscuro o

violeta debidoa la coloracion Gram caracteristicas de las cepas Gram positivas como

es el Bacillus sp. Figura N°9 (Arteaga F. et al; 2017).

Figura 9. Cepa B, Bacillus sp. visto al microscopio a 1000 veces de aumento, luego
de la coloracién Gram.
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De la misma forma la cepa de Pseudomona stutzeri proporcionada por el laboratorio
de Investigacién de la Universidad Nacional del santa fue reactivada en caldo comin

por 48 horas.

Pseudomona stutzeri es una cepa de caracteristica Gram negativa, oxidasa y catalasa

positiva, cuya movilidad se debe por flagelacion monétrica (Matias et al., 2020).

Figura 10. Cepa A Pseudomona stutzeri visto al microscopio a 1000 veces de
aumento, después de aplicar la coloracion Gram.

4.2. OBTENCION DE LARVAS DE “CONCHAS DE ABANICO”

Las larvas de Argopecten purpuratus se observaron en esterescopico. Se puedo
visualizar que las larvas estaban en estadio D, de un tamario aproximado de entre 90

— 140 micras (Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero, 2018).
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Figura 11. Larvas de Argopecten purpuratus en estadio D vistas al estereoscopio.
Fuente propia.

4.3. DETERMINACION DE ANTAGONISMO

La interaccion entre microorganismo patdgenos y sus antagonistas es continua en el
mundo que nos rodea, para mantener un equilibrio. Los antagonistas a su vez
contribuyen a que en su mayoria estos patdgenos no desarrollen enfermedades

(Hernandez, Bautista, Velasquez y Hernandez- Rodriguez, 2007).

Hoy en dia la aplicacion debacterias, levaduras y hongos como interes para el control
biolégico de diferentes patdgenos y para controlar diversas enfermedades se ha
vuelto de interés econdmico. Hay ciertas caracteristicas que se deben tener en cuenta
para considerar microorganismos antagonistas como es tener rapida colonizacion,
habilidad adquirir los nutrientes antes que el patégeno, capacidad para sobrevivir

bajo diferentes condiciones ambientales (Cantillo, Maury, Rincon, & Vargas, 2018).
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Estudios cientificos previos han demostrado que las bacterias del género Bacillus
presentan actividad antimicrobiana. Esta variedad de bacterias se encuentra
ampliamente distribuidas en ambientes acuaticos como terrestres, incluso en
sedimentos marinos (Leyton, Pohl, & Riquelme, 2014). Dentro de los
microorganismos que presentan actividad antagonica esta Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Paenibacillus spp.y Streptomyces spp. (Han, Shim, Shin, & Kim,

2015).

Estudios como el de Xue- Feiet al., (2015) en sus resultados mostraron que el género
Bacillus sp. presenta un amplio potencial para el control biolégico al aplicarse de
antagonista frente a Vibrio parahaemolyticus. Debido a su actividad antimicrobiana
constante y directa demostro ser es una buena fuente para investigar mas acerca de

agentes para el control biologico, para posteriormente aplicar como un probidtico en

la acuicultura.

De la misma forma Das B-K (2014), evidencio en su estudio que componentes
celulares de Bacillus subtilis AN11 hicieron frentea las bacterias patégenas de Vibrio
parahaemolyticus mostrando una significativa actividad antagonica. Reportando
tamafios de halos de 11.67 mm para una concentracion de 10 pL y hasta halo de 39

mm para 30 pL En su estudio concluye que, B. subtilis es candidato muy favorable

para el control de infecciones en la industria de la acuicultura.

Tomando como referencia al estudio realizado por Das B-K (2014), el antagonismo
de Bacillus subtilis contra Vibrio parahaemolyticus en caldo BHI a 37°C por 24
horas, este estudio a diferencia del de Das B-K fue realizado en medio Mueller-

Hinton a 20°C utilizando Bacillus sp y Vibrio anguillarum durante 24 horas.
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De nuestro estudio en el antagonismo con sobrenadante podemos observar el efecto
antagénico del Bacillus sp. a las 24 horas contra V. anguillarum evidencia un halo

poco visible de aproximadamente 5 mm (Figura N°13).

Asimismo, se evalud el efecto antagonico por medio del crecimiento del halo pasada
las 48 horas de incubacion mostrado por Bacillus sp. contra V. anguillarum donde el
tamafio del halo es de aproximadamente 10 mm, pudiéndose observar con mayor

claridad respecto a la evaluacion anterior (Figura N°14).

Figura 12.Actividad inhibitoriadel Bacillus sp. (C11) / P. stutzeri (C12) contra V. anguillarum
tiempo inicial.
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Figura 13. Actividad inhibitoriadel Bacillus sp C11/P. stutzeri C12 contra V. anguillarum
a 24 horas de incubacion

Figura 14 .Actividad inhibitoria del Bacillus sp C11/ P. stutzeri C12 contra V. anguillarum a
48 horas de incubacion
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El género Pseudonomas son un tipo de bacterias que emplean una gran variedad de
nutrientes, asi mismo, la actividad enzimaética que posee le permite degradar de forma

aerdbica un sinnumero de sustancias en distintos ambientes (Nava -Peréz et al., 2012).

En el &mbito vegetal este género es conocido por su alto potencial de inhibicion frente a
fitopatdgenos de los oomicetos. Estudios como el realizado por Daniel Rojas en “Enddfitos
de Pseudomonas stutzeri E25y Stenotrophomonas maltophilia CR71 producen compuestos
organicos volatiles antifangicos y exhiben efectos aditivos que promueven el crecimiento de
las plantas” se muestran la excelente actividad inhibitoria que presenta la cepa P. stutzeri

para antagonizar el fitopatdgeno que produce B. cinérea (Rojas et al., 2018).

Se estudié mecanismos antifingicos de Pseudomona stutzeri YPL -1 paraevitar la pudricion
de la raiz a causa de Fusarium solani, donde tras varias pruebas in vitro, bioquimicas y
analisis mutacionales de actividad antifungica indicaron que existen sustancias implicadas
en la inhibicion de Fusarium solani. P. stutzeri producen enzimas liticas extracelulares
inhibiendo el crecimiento del micelo y a su vez causando la lisis de F. solani (Lim et al.,

1991).

Las cepas de Pseudomonas tienen una excelente efectividad en cuanto a su actividad
antagénica, un ejemplo de ello son la combinacion de diversos mecanismos a traves de los
cuales desempefian la funcion de control biolégico. Sin embargo, a diferencia de las cepas
Bacillus spp., estas no tienen la capacidad de producir esporas de resistencia, viéndose

limitadas para su uso comercial (Pérez, S. et al., 2015).

En nuestraprueba in vitro paraobservar si existe antagonismo de Pseudomonastutzeri frente
a Vibrio anguillarum se observa que tras un periodo de incubacion de 24 horas se formaun

pequefio halo alrededor de la cepa de aproximadamente 3.5 mm (Figura 12).

Pasado un periodo de incubacion de 48 horas la prueba in vitro de antagonismo se puede
observar con mayor claridad, formando un halo de mayor tamafio 8 mm como se muestraen
la Figura 13.
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Los resultados favorables de ambas pruebas de antagonismo in vitro nos dieron una base
para realizar nuestro posterior bioensayo con larvas de Argopecten purpuratus “conchas de

abanico”.

Tabla 4. Resultados de la prueba de antagonismo

Tamano del Coloracion

Cepa Halo (mm) Gram Morfologia
Cepa B - Bacillus sp 10 Positivo Bacilar
Cepa A - Pseudomona 8 Negativo Bacilar

stutzeri

4.4, MORTALIDAD DE LARVAS DE CONCHAS DE ABANICO.
DESAFIO DE BACTERIAS CANDIDATAS A PROBIOTICAS FRENTE AL
PATOGENO Vibrio anguillarum en LARVASDE “CONCHASDE ABANICO”
Argopecten purpuratus.

Para realizar el analisis de mortalidad de las dos cepas posiblemente probidticas se
realiz6 la evaluacion estadistica de ANOVA. Este procedimiento ejecuta un analisis
de varianza de un factor para mortalidad. Construye varias pruebas y graficas para
comparar los valores medios de Mortalidad para los ocho diferentes niveles de
tratamiento. La prueba-Fisher en la Tabla 6 ANOVA determina si hay diferencias

significativas entre las medias.
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Tabla 5. Porcentaje de mortalidad segln cada tratamiento

TRATAMIENTO Mortalidad % Mortalidad eMPEralur
0.00%
A Control (Solo larvas) 0.00% 0.00% 18.5
0.00%
| 88.89%
g|  Control (Larvas+ V. 100.00% 94.21% 18.6
anguillarum)
93.75%
Cepa A 10°cel/mL + Larvas+ 95-6%
cel/im 0 0
D V. anguillarum 60.00% 59.35% 18.3
62.50%
. 37.50%
g | CepaB 10°celmL + Larvast 54 540, 33.13% 19.1
V. anguillarum
28.57%
C A 10%el/mL+L + SR
epa cel/m arvas 0 o
| V. anguillarum 81.82% 69.35% 19.5
61.54%
C B 10%cel/mL + L + 36.36%
epa cel/m arvas
J V. anguillarum 40.00% 40.27% 18.8
44.44%
Cepa A 10%el/mL + Cepa B 14.29%
P 104 cel/mL + Larvas+ V. 33.33% 22.54% 19.0
anguillarum 20.00%
Cepa A 105cel/mL + Cepa B 33.33%
Q 10° cel/mL + Larvas+ V. 37.50% 33.61% 18.9
anguillarum 30.00%

Medias y 95.0%de FHsher LSD
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Figura 15. Grafico de medias de mortalidad por tratamiento de la Prueba Fisher



En la prueba estadistica de Fisher el valor de P <0.05, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de la mortalidad en el desafio de las larvas de
A. purpuratus contra V. anguillarum con los diversos tratamientos, asi como también
diferenciassignificativas entre tratamientos con las cepas posiblemente probidticas, con un

nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 6. Prueba estadistica de Fisher

FUENTE SUMA DE GL  CUADRADO MEDIO RAZON-F  VALOR-P
CUADRADOS
ENTRE GRUPOS ‘ 18109.6 7 2587.09 67.13 0.0000
INTRA GRUPOS ‘ 616.635 16 38,5397
TOTAL (CORR.) ‘ 18726.3 23

Latabla 6 descompone la varianza de Mortalidad en doscomponentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual
a 67.13, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de Mortalidad entre un nivel de

Tratamiento y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Para determinar cuales de las medias fueron significativas se realizd la Prueba de

Multiples Rangos Tabla 8.
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Tabla 7. Medias para mortalidad segin cada tratamiento

Error Est.
Tratamiento Casos Media (s agrupada) Limite Limite

Inferior Superior
A 3 0 3.58421 -5.37274 5.37274
B 3 94.2133 3.58421 88.8406 99.5861
D 3 59.3533 3.58421 53.9806 64.7261
E 3 33.1333 3.58421 27.7606 38.5061
| 3 69.3567 3.58421 63.9839 74.7294
J 3 40.2667 3.58421 34.8939 45.6394
P 3 22.54 3.58421 17.1673 27.9127
Q 3 33.61 3.58421 28.2373 38.9827

Total 24 44,0592

En la tabla 7. se muestra la media de mortalidad para cada nivel de tratamiento y
también el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad del
muestreo. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus
intervalos se traslaparan un 95.0% de las veces. A continuacion, se muestra la Prueba
de Rangos Mdltiples, usando estos intervalos para determinar cuéles son las medias

significativamente diferentes de otras.

Tabla 8 Pruebas de Multiples Rangos

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grup,os
Homogeéneos
A 3 0 X
P 3 22.54 X
E 3 33.1333 XX
Q 3 33.61 X
J 3 40.2667 X
D 3 59.3533 X
| 3 69.3567 X
B 3 94.2133 X

En la Tabla 8 se puede observar que existen diferencias significativas entre todos los
tratamientos mostrandose como distintos grados, pero a su vez podemos identificar

que hay tratamientos entre si presentan grados iguales.
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Existen factores del ambiente natural importantes en el medio acuatico para que el
cultivo de conchas de abanico no se vea afectada. Dentro de estas caracteristicas fisica
y quimicas esta la salinidad del agua. La salinidad debe ser homogénea en toda la
superficie evitando cualquier modificacion por alguna fuentede agua dulce que podria

alterar las condiciones del medio (Paredes G, 2018).

El oxigeno disuelto es un factor limitante en el metabolismo de los organismos y por
ende en el crecimiento, razén por la cual se debe mantener una concentraciéon minima
aceptable. Rodriguez, (2016) al cultivar Crassostrea cortezi indica que
concentraciones de oxigeno de 5.8 + 0.48 mg L'y 6.05 + 0.31 mg L no fueron
limitantes para el crecimiento de productos marinos obtenidos en hatcherys. Otros
estudios donde se ha evaluado el crecimiento y la supervivencia de semillas de
moluscos nos dan un rango mas amplio en la concentracion de oxigeno 6.5 mg L para
C. gigas, 9.5 mg L para Pecten maximus, 7.6 mg L-! para Mytilus edulis (Kamermans

et al., 2016).

Un factor no menos importante, es la temperatura en la que se cultiva las larvas de
Argopecten purpuratus entre 18 y 21°C (Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero,
2018). Durante el estudio realizado por Yupanqui (2018), para determinar el
asentamiento y la supervivencia larval registro parametros fisico-quimicos entre los
tratamientos de valores entre 19.8 y 20° C para la temperatura y 37% de salinidad. Por
ultimo, el factor nutricional, donde la alimentacion de las larvas de concha de abanico
estd basada principalmente en estos 4 tipos de microalgas Isochrysis galbana,
Diacronema lutheri, Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros gracilis que brindan los

nutrientes para su desarrollo (Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero, 2018).
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En este estudio los factores mencionados anteriormente se encuentran dentro del
rango. La concentracion de oxigeno disuelto en este estudio fue de 7 mg L-1, pudiendo
observar que no fue un factor limitante en la supervivencia de las larvas de Argopecten
purpuratus. Laalimentacion delas larvas consistio en la microalga Isochrysis galbana
adicionando 5000 cel mLL. Se controlé la temperatura diaria de todos los tratamientos
encontrando a 18°C + 2°C. Respecto a la salinidad fue agua recolectada del mar y con

pH de 7.2 ligeramente inferior a lo reportado por Eche V, (2021).

El tratamiento A, siendo uno de los controles conteniendo Unicamente larvas de A.
purpuratus, dan evidencia de que ningun tratamiento se vio afectado por los
pardmetros antes mencionados, lo que indica que la mortalidad de las larvas solo se
vio influenciado por el patégeno. Corroborando con la Tabla 7 cuya media de

mortalidad es O en el tratamiento A, e identificando que no hay homogeneidad con

otros grupos segun la Prueba de Multiples Rangos Tabla 8.

Estudios de patogenicidad realizado por Riquelme et al., (1994) muestran a las 24
horas una alta tasa de mortalidad de V. anguillarum a una concentracion de 108 cel/mL.
Mientras que a una concentracion de 104 cel/mL de V. anguillarum obtuvo un 94% de
supervivencia, que no marca una diferencia significativa frente al control sobre larvas

de Argopecten purpuratus.

Esta investigacion el tratamiento B, que es el segundo grupo control larvas y el
microorganismo patdgeno V. anguillarum mostré resultados similares a las 24 horas
con una tasa de supervivencia del 100% a una concentracién de 104 cel/mL de V.
anguillarum a temperatura de 20°C como el estudio realizado por Riguelme. Pero los
datos mostrados en la tabla 8, nos muestran los resultados a las 72 horas de evaluacion

donde se muestra 94.21+3.77 % mortalidad, pero con una variacion de temperatura a
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18.6°C. Resultados parecidos obtuvo Rojas, en su estudio realizado con Vibrio
bibalvicida donde ocasiond entre 90 — 100% de mortalidad en un criadero comercial

(Rojas et al., 2019)

La tabla 8, nos muestra como grupos homogéneos al tratamiento con la Cepa A una
concentracion de 10° cel/mL (D) y el tratamiento con la Cepa A 104 cel/mL (I) con
unamedia de59. 35y 69.35 respectivamente no presenta diferencia en la significancia.
Es decir, no hay mucha influencia de la concentracion de esta cepa en cuanto a la

supervivencia de las larvas frente al patdgeno.

En el tratamiento D, se obtuvo una supervivenvia de 34.85% frente al patdgeno V.
anguillarum. De la Fuente y Faindez, (2019) reporté a Pseudomonas sp. como la cepa
que inhibié V. parahaemolyticus, siendo la que reunid caracteristicas benéficas y con
rapido crecimiento en el ambiente marino. Una investigacion realizada por Marquez
(2016), verifico el desplazamiento de las bacterias patdgenas Vibrios sp. por parte de
bacterias probioticas demostrando una alta eficiencia de colonizacion de Pseudomonas

sp. (Marquéz B, 2016).

Los tratamientos Cepa B 104 cel/mL (J) y Cepa A 10°+ cel/mL Cepa B 10°cel/mL (Q)
también tienen el mismo grado de significancia entre sus medias. A pesar de haber una

combinacion de las cepas en el tratamiento Q.

Marquéz B, (2016) determin0 en su estudio la mezcla delas cepas bacterianas Bacillus
sp, Lactobacillus plantarum y Pseudomona spp. Muestran inhibicion frente a cepas de
Vibrios spp, observando una baja incidencia de Vibrios sp dentro de las piscinas con
Penaeus vannamei. Como se muestra en este trabajo el tratamiento (P), que presenta

una combinacion de Bacillus sp. a 10*y Pseudomona stusteri 10* presenta un resultado
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favorable respecto a la supervivencia de las larvas frente al V. anguillarum, siendo el

mejor tratamiento combinando ambas cepas con un 71.67% de supervivencia.

Como tratamiento individual, podemos deducir que el tratamiento E (Cepa. B 10°
cel/mL) muestra menor tasa de mortalidad (Tabla 7) logrando mayor supervivencia de
las larvas de A. purpuratus. En el presente estudio, se trabajo con Bacillus sp. una cepa
Gram positiva denominado Cepa B, de manera similar a lo sefialado por Sanchéz Diaz,
(2018) las cepas de Bacillus sp y Pseudoalteromonas evidencio su capacidad
probiotica contra bacterias dafiinas como Vibrio parahaemolyticus en la acuicultura
del camaron. Ambas I, (2014) en sus resultados mostraron que B. subtilis y Bacillus
sp. inhibia a cepas frente a V. mimicusy V. cholerae. Bacterias del género Bacillus han
demostrado ser antibacterianos, pero también pueden ser aplicados como probidticos

en el ambiente acuicola (Del'Duca et al., 2013).

La presente investigacién obtuvo como resultado que la Cepa B posiblemente
probidtica a concentracion de 10% cél mL disminuyé la mortalidad de larvas
Argopecten purpuratus en 61.07% frenteal patdgeno de V. anguillarum. En contraste,
con la Cepa A a concentracion108 cél mL-1 solo redujo a 59.35% la mortalidad de las

larvas frente al patdgeno.

La combinacién de la Cepa A 10%cél mL + Cepa B 10* cél mL-! logré disminuir la
mortalidad de larvas de Argopecten purpuratus frente al patogeno de V. anguillarum

a22.54 %.
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45. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS CEPAS POSIBLEMENTE
PROBIOTICAS (Ver ANEXO 02).

Las Cepas A y B proporcionadas por el laboratorio de Investigacion de la
Universidad Nacional del Santa fueron enviadas para su identificacion molecular en
la empresa de INKABIOTEC — Tumbes, Perd por el mismo laboratorio. Obteniendo
los resultados que serdn mostrados a continuacion.

Las secuencias fueron analizadas mediante el programa Nucleotide BLAST del
NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Secuencia de nucledtidos del cultivo bacteriano A (eddigo A2B): 742pb.

GTCAGTATTAGCCCAGGTGOTCGOCTTCGCCACTOOTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTICACCGETAC
ACAGUAAATTCCACCACCCTCTGOCATACTCTAGC TCGCCAGT TTTGGATGCAGTTCCCAGG TTGAGCC
COGGUGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGOGCGCTTITACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCT
TGCACCCTTCGTATTACCGOCGGC TGO TGGCACGAAGTTAGCCGO TGO TTATTCTGTTGUGTAACGTCAAA
ACAGCAAGOTATTAACTTACTGCCCTTCC TOCCAACTTAAAGTGCTITACAATCCGAAGACCTTCTTCAC
ACACGOGOCATOGGCTGOATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTOCCGT AGGAG
TCTGOACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTOACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGH TG
AGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGOGTGAGGTCCGAAGATCCCCC
ACTTITCTCCCGTAGGACGTATGCGOTATTAGCGTTCOCTTTCGAAACGT TGTCCCOCACTACCAGHCAGA
TTCCTAGGCATTACTCACCCGTCOGOCGUTGAATCATGGAGCAAGCTOCACTCATCCGC TCGACT TGCAT

Secuencia de nucledtidos del cultivo bacteriano B (cédigo B2B): 746pb.

GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGUCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTICTGCACTCAAGT TCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGHGTTGAGC
COGGLGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGOCTGCGAGCCCTTTACGOCCAATAATTCCGGACAACGC
TTGCCACCTACGTATTACCGUGGC TG TGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTICTGGTTAGGTACCGTCAA
GOTGCCGUOCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGC TITACGATCCGAAAACCTTICATC
ACTCACGCGGCGTTIGCTCCGTCAGACTT TCOTCCATTGOGUOAAGATTCCCTACTGCTGCCTCOCGTAGGA
GTCTGGOCCOTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGHT
GAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGOGGOTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTT
TATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTICCCGUGAGTTATCCCAGTCTT
ACAGGCAGGTTACCCACGTOTTACTCACCCGTCCGUCGUTAACATCAGGGAGUAAGCTCCCATCTGTCC
GCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGOCGOCAGCGTTOGTCCTGAGCCATG

Tabla 9. Secuencia de nucleétidos del cultivo bacteriano A2B.

Especie bacteriana mas cercana Max Total Query E Identidad N° de
(Gen del ARNr 168) score score cover value ACCLs0
Pseudomonas stutzeri strain 100%
SGAir0442 chromosome, complete 1369 5466  99% 0.0 741 ﬁ:” CP025149.1
genome.,
Pseud, tutzeri strain 1 W1- 100%
SeUromonas sturzert strain 1369 5477  99% 0.0 °  CP027664.1
1A chromosome, complete genome. (741/741)
Psendomonas stutzeri strain ATCC 100%
17588 165 ribosomal RNA 1369 1369 99% 0.0 ’ NR 1039342
’ ° (7AL/74]) =

complete sequence.
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Tabla 10. Secuencia de nucle6tidos del cultivo bacteriano B2B.

Especie bacteriana mis cercana Max Total Query E Identidad N de
(Gen del ARNr 168) score score cover value aACceso
Buacilfus sp. l('m: Bacteria) strain 100%
PSUBI 168 ribosomal RNA gene, 1378 1378 100% 00 (746/746) MH412682.1
partial sequence
Bﬂm’h_‘us siantensis strain SSS?_:’ZI 100%
168 ribosomal RNA gene, partial 1378 1378 100% 0.0 (746/746) MHO17395.1
sequence
Buacillus ﬂln‘]{!ofiquefﬂciens sirain 100%
52595 165 ribosomal RNA gene, 1378 1378 100% 0.0 (746/746) MHO17383.1
partial sequence
Ear_‘_iﬂus subtilis strain DSﬁﬁl;l 165 100% .
ribosomal RNA gene, partial 1378 1378 100% 0.0 (746/746) MF403067.1

sequence

IDENTIFICACION DE CEPA A2B (CEPA A):

Organismo: Pseudomonas stutzeri

Clasificacion taxondémica: Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;

Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas.

IDENTIFICACION DE CEPA B2B (CEPA B):

Organismo: Bacillus sp.

Clasificacién taxonémica: Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;

Bacillus.
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V. CONCLUSIONES

Se determind la capacidad antagonica de ambas cepas, evidenciando que halos de
inhibicién por parte de ambas al realizarle la prueba de antagonismo. La cepa B evidencio
un halo de mayor tamafio 10 mm respecto a la cepa A, con 8 mm pasada las 48 horas de

incubacion.

Al evaluar las dosdistintas dosis de la cepa B (Bacillus sp.) en desafiocon V. anguillarum,
nos muestra como resultado que la cepa B a una concentracion 10° cél mL-! tiene mejor
resultado en la supervivencia de Argopecten purpuratus con un 61.07%, a diferencia de
a la concentracion de 10% cel mL-! dela cepa B que solo obtuvo 53.94 % de supervivencia

respecto al control.

De las dos concentraciones evaluadas de Cepa A (P. stutzeri) en desafio con V.
anguillarum, se obtuvo como resultado que P. stutzeri a una concentracién 108 cél mL-1
es mas beneficiosa en la supervivencia de Argopecten purpuratus reduciendo la
mortalidad y obteniendo un 34.85% de supervivencia de las larvas, mientras que a una
concentracion de 10% cel mL!solo se obtuvo una supervivencia del 24.85% respecto al

control.

Al evaluar la combinacion de cepas posiblemente probioticas en el desafio con V.
anguillarum en larvas de Argopecten purpuratus, la éptima combinacion fue de Cepa A
10%cél mL-1 + Cepa B 10%cél mL ! obteniendo una supervivencia de 71.67% de larvas
respecto al grupo control, con ello logrando la mayor supervivencia de larvas de

Argopecten purpuratus.

Concluyendo que, de las dos cepas trabajadas, se logrdé un mejor resultado con la Cepa B,
pero que adicionado en combinacién con la Cepa A ambas a 10* cel mL-! podemos lograr
un alto porcentaje de supervivencia de las larvas de Argopecten purpuratus
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VI.RECOMENDACIONES

Se recomienda adicionar andlisis de antagonismo para las cepas de Bacillus sp y

Pseudomona stutzeri en forma simultinea frente a V. anguillarum.

Realizar un estudio para evaluar propiedades probidticas Bacillus y P. stutzeri como
colonizaciéon que permitan identificar los mecanismos de accion como la capacidad de

rapida colonizacion, produccion de compuestos benéficos, velocidad de crecimiento.

Realizar investigaciones utilizando mas variedad de concentraciones, a fin de obtener

resultados mas precisos acerca de la concentracion 6ptima para A. purpuratus.

Para una futurainvestigacion, tener en cuenta la obtencion de larvas, con el fin deno tener

inconvenientes al momento de realizar el trabajo.

Las cepas estudiadas en esta investigacion son parte de la microbiota de A. purpuratus,

estudiar la forma Optima de incorporar estas bacterias a una mayor concentracion para

lograr una mayor supervivencia de larvas.
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Vill. ANEXO

ANEXOS N°01. IMAGENES DEL PROCESO DE ELABORACION DE LA
INVESTIGACION

Figura 17. Reactivacion de las cepas.

66



Figura 18. Acondicionamiento del sistema para la confrontacion de Cepa A y B frente a
Vibrio anguillarum.

Figura 19. Cultivo de Bacillus sp.- Cepa A.
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Figura 20. Cultivo de Pseudomona stutzeri — Cepa B

Figura 21. Cultivo de microalgas Isochrysis galabana para la alimentacién de las larvas
de Argopecten purpuratus.
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Figura 22. Conservacion de microorganismos para la confrontacion.

Figura 23. Recambio de agua en tamiz de 45 pm
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Figura 24. Soluciones madre de la Cepa A y Cepa B.
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ANEXOS N°02. CERTIFICADO DE LA IDENTIFICACION BACTERIANA

PARA:

DE:

TUMBES: Calle FILIPINAS N=212
Tel-Fax: (0051) 072633430 RPC: 972729366
c-mail: incabioteci@email.com

Tumbes, 19 de noviembre de 2018.

M.Sc. Angel Castro Alvarado

Inca’biotec SAC
Msc. Benoit DIRINGER

REPORTE DE TAXONOMIA MOLECULAR

MUESTRAS RECIBIDAS:

- Tipo de muesira: 2 cultivos bacterianos en medio solido rotuladas como A v B.

- Fecha de Recepeidn: 02 de octubre de 2018.
ANALISIS REALIZADOS:

. Extraccion de ADN gendmico.
. Amplificacion del gen del ARNr 165 por PCR.

1
2
3.
é
5

Purificacion del amplicon.

. Secuenciacion de un sentido.

Analisis de las secuencias en bancos de datos (GenBank del NCBI) mediante
alineammento de homologia usando el BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool).

RESULTADOS DE ANALISIS:

El proceso de extraccion de ADN genomico (ADNg) permitio la obtencion de un pellet
de ADNg visible para ambas muestras.

Los ADNg fueron extraidos exitosamente, se amplificod el gen del ARNr 165 mediante
PCR, se obtuvo un amplicon de 1500 pb aprox. para ambos cultivos bacterianos. Los
productos de PCE. son mostrados en un gel de agarosa (Fig. 1). La no amplificacion de
los controles de extraccion (CEL v CE2) y del control negative de PCR (C-), indican que
la extraccion de ADNg vy la PCR fueron realizados correctamente. Asimismo, la
amplificacion del control positive de PCR (C+) indica que la PCR se realizo de forma
correcta.
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Figura 1. Gel 1.5% de agarosa con bandas de productos de PCR. MPM es el marcador de peso
molecular; Al, corresponde al amplicon de la repeticion 1 del cultivo bacteriano A; A2,
corresponde al amplicon de la repeticion 2 del cultivo A; Bl, corresponde al amplicon de la
repeticion 1 del cultivo B; B2, corresponde al amplicon de la repeticion 2 del cultivo B. CEI,
control de extraccion 1; CE 2, control de extraccion 2; C-, control negativo de PCR; C+, control
positivo de PCR.

Las dos muestras de amplicones fueron conservados a -20°C hasta su envio a la empresa
de Macrogen USA. Los amplicones se codificaron como A2B y B2B, correspondientes a
los cultivos A y B, respectivamente.

Las secuencias de nucleotidos de los cultivos A y B mostraron un grado de pureza bueno
para realizar el analisis genético. El grado de pureza se puede apreciar en los picos de los
electroferogramas de los documentos pdf adjuntos (A2B_800R y B2B_800R).

Las secuencias fueron analizadas mediante el programa Nucleotide BLAST del NCBI
(https://blast. nebi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Secuencia de nucledtidos del cultivo bacteriano A (codigo A2B): 742pb.

GTCAGTATTAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGOTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACAGOGAAATTCCACCACCCTCTGCCATACTCTAGCTOGCCAGTITTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCC
COGGGCTTITCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGOCGOGCTTITACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCT
TGCACCCTTCGTAT TACCGCGGC TGO TGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTICTGTTGGOTAACGTCAAA
ACAGCAAGOTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTITACAATCCGAAGACCTTCTTCAC
ACACGCGGCATGOCTOOATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCOCCACTGCTGCCTOCCGTAGGAG
TCTGGACCGTGTCTCAGT TCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGITG
AGCCTTTACCTCACCAACTAGC TAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCC
ACTTTCTCCCGTAGGACGTATGC GO TATTAGCGTTCCTITCGAAACGTTOTCCCCCACTACCAGOGCAGA
TTCCTAGGCATTACTCACCCOGTCCGOCGCTOAATCATGOAGCAAGCTOCACTCATCCGC TCGACTTGCAT
GTGTTAGGCCTGCCGUCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTA

Secuencia de nucledtidos del cultivo bacteriano B (eddigo B2B): 746pb.

GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACGTOOAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGT
COOGGOCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGOCTGC GAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGC
TG CACCTACGTATTACCGOGGC TG TOGCAC G TAGT TAGCCGTGGCTITTC TGO T TAGGTACCGTC AA
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GOTGCCGCCCTATT TGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATC
ACTCACGCGOCGTTOCTCCOTCAGACTTTCGTCCATTGOGOAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGA
GTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTOTGGCCOGATCACCCTCTCAGGTCOGETACGCATCGTCGCCTTGOT
GAGCCOTTACCTCACCAACTAGCTAATOOGCCGOGOGTCCATCTOGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTT
TATGTCTGAACCATGCGOTTCAAACAACCATCCGOTATTAGOCCCGGTTTCCOGGAGTTATCCCAGTCTT
ACAGOCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCOGOCGETAACATCAGOGGAGCAAGCTCCCATCTGTOC
GCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGOCCGOCAGCGTICGTCCTGAGCCATG

RESULTADOS DE ALINEAMIENTO A2B:

Tabla 1. Lista de especies bacterianas mas cercanas a la secuencia de nucleotidos del

cultivo bacteniano A2B, secuencia parcial del gen del ARNr 165. Base de datos del NCBIL

Especie bacteriana mas cercana Max Total Query E Identidad N° de
(Gen del ARNr 168) score score cover value acceso
Psewdomonas stutzeri strain L00%
SGAr(442 chromosome, complete 1369 5466 0094 0.0 R 4”?; al) CPO25149.1
EEHDITIE.’.
Psendomonas stutzeri stram 1W1- 1369 5477 999 0.0 IGE.]% CPO2T664.1
1 A chromosome, complete genome. (741/741)
Pseudomonas stutzeri strain ATCC 100%
17588 165 nbosomal RNA, 1369 1369 Q9% 0.0 - NRE 103934.2
(741/741)

complete sequence.

Tabla 2. Lista de especies bactenianas mas cercanas a la secuencia de nucledtidos del
cultivo bacteriano B2B, secuencia parcial del gen del ARNr 165. Base de datos del NCBI.

Especie bacteriana m:is cercana Max Total Query E Identidad N° de
{Gen del ARNr 165) score  score  cover value ACCES0
Bacillus sp. (1n: Bacteria) strain L00%
PSUBI 165 ribosomal RNA gene, 1378 1378 100%% 0.0 {?4&.,};45] MH412682.1
partial sequence '
Bacillus siamensis strain 555221 1002
168 ribosomal RNA gene, partial 1378 1378 100% 0.0 {?45;‘?35} MHO017395.1
sequence
Bacillus amyloliguefaciens strain 100%
52595 165 nbosomal RNA gene, 1378 1378  100% 0.0 {?46.-"'1';46} MHO17383.1
partial sequence
Bacillus subtilis strain DS660 165 100%
ribosomal BNA gene, partial 1378 1378  100% 0.0 {?45.*'?;45} MF403067.1
sequence

RESULTADO FINAL DE IDENTIFICACION A2B:

Organismo: Pseudomonas stutzeri

Clasificacion taxondomica: Bactena; Proteobactera;

Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas.

Gammaproteobactena:
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RESULTADO FINAL DE IDENTIFICACION B2B:

Organismo: Bacillus sp.

Clasificacion taxondmica: Bactena; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;
Bacillus.

CQuedamos a su disposicion para cualquier consulta adicional,

Atentamente,

- ..1.
,'_'E.'Iﬂ Ef

@

'L“H.M

M.Sc. Benoit DIRINGER.
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ANEXO N°03 CONTEO CELULAR

Para determinar la densidad celular fue mediante el uso de cdmara de conteo celular de
Neubauer (Figura N°25), un dispositivo mediante el cual se logré determinar el nimero

de particulas suspendidas en un volumen conocido.

Figura 25. Camara de Neubauer (Fuente: Bastidas 2011)

Conteo en Camara de Neubauer (Instituto del Mar del Pert, 2018)

1. Conayudade la pipeta se tomd 1 mL de muestra del cultivo y se colocd en un vial

2. Se fijé la muestra con una gota de Lugol y homogenizar.

3. Selimpid la cdmara con cuidado y se colocé en la cdmara de conteo, haciendo que esta
se extienda por toda el area.

4. Se observé la muestra a través del microscopio (Figura N°25).

5. Finalmente se obtuvo la media aritmética y se aplicé la siguiente formula:

DENSIDAD CELULAR = N° PROMEDIO DE CONTEO X 25 X 10 000 (Constante para
convertir a1l mL)

Densidad celular = 5x 25 x 10000

X = 1 250 000 cel /mL

Si se alimenta a 50 000 cel/mL, aplicamos:

[ C1XV1=C2XV2 ]
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C1 = Concentracion inicial
V1 = Volumen Inicial

C2 = Concentracion Final
V2 = Volumen Final

(1 250 000 cel/ mL) x Volumen Inicial = (50 000 cel/mL) x 300 mL

Volumen Inicial = 50 000 cel/mL x 300 mL

1250 000 cel/ mL

Volumen Inicial =12 mL

Figura 26. Recuento de microalgas en Camara Neubauer
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ANEXO N°04 CONDICIONES ASEPTICAS
Técnica aséptica es una manera de reducir o eliminar a microorganismos para evitar el
contacto con el campo estéril. También se dice que es un conjunto de practicas cuya

finalidad es eliminar microorganismos infectantes (Leiva, 2020).

Para mantener las condiciones asépticas para nuestro sistema

1. Se control6 la temperatura y la ventilacion.

2. Una correcta desinfeccion con hipoclorito al 5% de toda el area antes de instalar
el sistema. Asi, como también una rigurosa limpieza las superficies de forma
continua.

3. Seesterilizo todo el material.

4. Restriccion de ingreso al area somo personal autorizado.

Durante la toma de muestra

1. Lavado de manos.

2. Se esterilizaron los instrumentos a utilizar.

3. Lacontencion del cabello.

4. Eluso de ropa adecuada como bata y guantes.

5. Elencendido de mecheros alrededor del lugar donde se sacaria la muestra.

(Kotcher, 2009)
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