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GLOSARIO

AIREACION

Es la accion mediante la cudl se incrementa el contenido de oxigeno en el
agua.También se emplea para eliminar CO; y NH.

ANTIBIOTICO

Sustancia quimica frecuentemente producida por organismos vivos, como hongos
y bacterias, capaz de inhibir o ser toxica a otros organismos.

BACTERIAS

Microorganismos unicelulares en forma de filamentos, cocos y estructuras
espirales, los cuales no tienen clorofila y se multiplican por division asexual.
BACTERIAS GRAM -NEGATIVAS

Bacterias que se tifien de rosa o rojo claro con la tincion de Gram (violeta de
metilo-safranina).

BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Bacterias que se tifien de color purpura o azul obscuro con el proceso de tincion
de Gram.

BACTERIAS PATOGENAS

Bacterias que causan enfermedades tanto a los animales como a los vegetales.
CALIDAD DEL AGUA

En acuacuitura, se refiere a aquellas variables fisico-quimicas del agua, como

temperatura, salinidad y pH; las cuales estan relacionadas directamente con el
cultivo de la especie.

DESCOMPOSICION

Transformacion de materiales organicos en la que se puede llevar al cabo Ia
oxidacion total y la liberacion total a CO, + H,0O y otros elementos; o segun niveles
de oxigeno, a compuestos acidicos, ceténicos, aldehidos o alcohdlicos.
DESINFECTANTE

Sinénimo de bactericida y germicida. Generalmente se especifica que es un

agente que mata organismos pero no necesariamente esporas.
DESOVE

Ovoposicion o puesta de huevos de las hembras. Los huevos se desovan cuando
el ovario estd maduro y por lo tanto ha culminado el
maduracion, por accion endécrina se presenta la etap
descarga o emision de los huevos en los peces pued

0 bien los huevos pueden extraerse manualmente.
ENFERMEDAD

Es la ruptura del equilibrio fisioldgico que perturba el estado de salud, la cual
puede ser infecciosa si la causa de Ia alteracién es un microoorganismo '
INFECCION |
Enfermerdad que se desarrolia por la accion de
agentes microbianos.

SAPROFITO

Organismo que obtiene sus alimentos de materia organica en descomposicién

proceso de vitelogénesis y
a de ovulacién y puesta. La
e ser de manera espontanea

las toxinas producidas por
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ESTUDIOS ENCAMINADOS AL MEJORAMIENTO DE LA SUPERVIVENCIA
LARVARIA DE Argopecten ventricosus (Sowerby I, 1842), MEDIANTE EL USO
DE ANTIBIOTICOS COMO TRATAMIENTO PREVENTIVO.

RESUMEN

Con el objeto de mejorar la supervivencia larvaria de Argopecten ventricosus que
se cultiva en el Laboratorio Experimental de Maricultura en la unidad Pichilingue
de la UABCS, se emplearon 3 antibiéticos con 4 diferentes concentraciones,
utilizando tanques de fibra de vidrio DE 60 | conteniendo cada tanque 10

larvas/ml, las cuales se alimentaron con Isochrysis galbanay Chaetoceros gracilis.

Con base en los resultados obtenidos en cada una de las concentraciones, en la
segunda etapa se seleccionaron 2 antibidticos que fueron : cloranfenicol, con una
supervivencia de 69.83 % y eritromicina, con 68.63% a una concentracion de 6.0
mg/l. La seleccion anterior se hizo con base en el maximo valor obtenido en
supervivencia larvaria y al Indice de Condicion General (1.C.G.) observado en los
organismos durante cada cultivo. Asimismo, con los dos antibidticos
seleccionados se realizaron andlisis bacteriologicos en los tanques de cultivo
utilizando cultivo en placa con medio Agar Marino , medio TCBS y conteo directo
de bacterias utilizando el microscopio de epifluorescencia. En ambos casos hubo
reduccion considerable en las poblaciones bacterianas en los tanques de cultivo
las cuales alcanzaron sus valores maximos en los testigos obteniendo 450
UFC/ml en medio Agar Marino y de 53 UFC/ml en TCBS. Dichos valores
coincidieron con la ocurrencia de altas mortalidades durante los cultivos larvarios.
Con antibiéticos, los valores maximos alcanzados en medio Agar Marino fueron
de 200 UFC/ml y en TCBS < de 1.0 UFC/ml. Con el método de conteo directo de
bacterias, utilizando el microscopio de epifluorescencia, se alcanzaron
densidades superiores a las desarrolladas en los cultivos en placa. Dichos

valores fueron similares tanto en los testigos como en los tanques con

VI

S




antibidticos, lo que indicé que las bacterias se desarrollaron en los tanques de
cultivo independientemente de la presencia de antibiticos. Finalmente, se
concluyo que utilizando eritromicina o cloranfenicol a 6.0 mg/l como tratamiento
preventivo se mejora significativamente (p=0.05) la condicién y supervivencia
larvaria de A. ventricosus y se inhibe el crecimiento de algunas poblaciones

bacterianas principalmente del género Vibrio en los tanques de cultivo larvario.
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ABSTRACT

The use of three antibiotics was studied as a means of increasing the survival rate
of cuitures of larval Argopecten ventricosus - Chloramphenacol, erithromycin, and
furazolidone were introduced into the larval culture medium in concentrations of
0.5, 1.0, 3.0 and 6.0 mg/l. The larvae were grown in fiberglass tanks and fed a
combination Isochrysis galbana and Chatoceros gracilis in equal portions at a
concentration of 30,000 cel/ml/day commencing at the late trochophore stage of
larval development. Upon conclusion of the experiment it was found that
chloramphenicol and erithromycin at 6.0 mg/l concentration gave the best larval

survival rates, 69.83% and 68.63 respectively.

The bacteriostatic effects of the antibiotics were measured against an untreated
control culture using both direct bacterial count and indirect culture count
methods. Indirectly, the untreated control culture generated 450 CUF/mI when
innoculated into marine agar medium and 53 CUF/m! when grown on TCBS
meduim. Conversely, the antibiotic treated larval cultures generated 200CUF/ml in
agar and <1.0 CUF/ml in TCBS, that is respectively 55.6% and 98.1% lower
colony count than the control. Direct measurement of bacterial density by
epifluorescent microscopy found 6.8x10° bacteria/ml in the control culture,
contrasting with 6x10° bacteria/ml in the culture infused with ‘erithromycin and

5.5x10° bacteria/ml for cultures containing chloramphenacol.

In conclusion, while the bacteriostatic effects of the studied antibiotics was not

total, they did produce a significant ( p=0.05 ) improvement in the survival of A.
ventricosus larval cultures.




1. INTRODUCCION

El cultivo larval de moluscos bivalvos, crustaceos, peces y otras especies
utilizadas para la produccién comercial, se enfrenta a problemas de diversos
origenes en los tanques de cultivo. En los criaderos de produccion comercial de
moluscos bivalvos las supervivencias que desde un 10 a un 50%, dependiendo de
la especie, y para crustaceos (especies comerciales de camardn), se obtiene
alrededor de un 50% en condiciones habituales; sin embargo, en ocasiones,
dichas supervivencias llegan a caer debajo de estos porcentajes 0, en casos

criticos, redundan en pérdidas totales del cultivo.

El agente causal de las mortandades masivas en el cultivo larvario de moluscos
bivalvos puede provenir de diferentes fuentes: temperatura, salinidad, cantidad y
calidad del alimento (edad de la microalga), densidad de! cultivo larval, geometria
del contenedor larval, desechos metabélicos desfavorables de algunas especies
microalgales, calidad del agua, metales pesados vy flora bacteriana asociada. Se
ha encontrado que dichos factores contribuyen significativamente en la
variabilidad del crecimiento y supervivencia larval (Bayne, 1983: Nicolas et al.,
1995). De dichos factores, las bacterias son el principal problema encontrado en
los-tanques de cultivo jarval. Por consiguiente es necesario mantener un contral
adecuado de las poblaciones bacterianas mejorando la calidad del agua de
cultivo mediante la utilizacidon de procesos fisicos (luz ultravioleta, filtros de
tamafno de poro en orden decreciente) y quimicos (clorinacion, ozono y

antibioticos) (Lodeiros, 1988; Nicolas et al., 1995, Samain et al., 1995).

A pesar de lo anterior las bacterias estan también implicadas como fuente de
alimento para las iarvas de bivalvos (Carriker,1956; Hidu y Tubiash,1963). Moal et
al. (1995) y Moal et al. (1996), demostraron que las poblaciones bacterianas son
consumidas y digeridas por las larvas de moluscos bivalvos a través de un
estudio de la capacidad enzimética de las larvas de Pecten maximus. Algunos

géneros como Lactobacillus sp. proporcionan, por sus desechos metabolicos,




materia organica disuelta que es consumida y asimilada con mayor mayor

eficiencia que las particulas en suspensién (Amouroux,1984 y Amouroux, 1986).

Seguineau et al. (1995), mencionaron que las interacciones bacteria-larva son
muy importantes para el desarrollo larval. Con relacion al aporte de vitaminas por
las bacterias y microalgas a los tanques de cultivo, las bacterias aportan el 81%,
32% y 32% de acido pantoténico, acido félico y biotina respectivamente del total
(entre bacterias y algas). Las cepas bacterianas probadas como alimento de
moluscos bivalvos no proveen todos los requerimientos nutricionales, pero
satisfacen parcialmente los necesarios para el catabolismo y metabolismo. Las
bacterias tienen deficiencias en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y

esteroles, siendo ambos esenciales para el crecimiento de los bivalvos marinos
(Doulliet y Langdon,1993).

Langdon (1983), encontrd que larvas de Crassostrea gigas en condiciones
axenicas pueden utilizar los nutrientes organicos disueltos para su crecimiento
sin la contribucién nutricional bactsriana. Los microorganismos quiza proveen
micronutrientes como vitaminas u ouros factores de crecimiento que pueden ser

deficientes en las dietas microalgales (Doulliet y Langdon, 1993).

Hery el al. (198Y) y Gustafson y Reid (1988), encontraron que algunas pacterias
mantienen una relacion simbidtica con larvas de moluscos bivalvos cuando éstas
se desarrollan en altas profundidades, en donde la Unica fuente de alimento son
los productos liberados por las bacterias y ellas mismas. En estos animales el
intestino es poco funcional (en ocasiones no se presenta) y su nutricién se basa
en la presencia de bacterias endocelulares localizadas en las branquias, las
cuales proporcionan nutrizntes fijande el bidxido de carbono y oxidandc los

compuestos de azufre reducido.

Las enzimas digestivas de las larvas de moluscos bivalvos le permiten degradar
las bacterias que atrapan. La mayoria de las cepas bacterianas aisladas en los

tanques de cultivo sari sensibles a la lisosoma larval de Pecten maximus. Esta
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especie es capaz de ingerir las bacterias y digerirlas. Dependiendo del tipo de
bacteria, la intensidad de la nutricion bacterial es variable. Esta variabilidad no se
explica con el tamafio de la bacteria puesto que tanto las grandes como las
chicas se ingieren igualmente. Se deben tomar otros parametros de las bacterias
como valor nutricional o su toxicidad (Moal et al., 1995). En comparacion con los
adultos de moluscos bivalvos, la filtracién de bacterias es mas eficiente en larvas

pero éstas son mas susceptibles a infecciones bacterianas que los adultos
(Nicolas, 1996).

El papel de las bacterias como causantes de enfermedades en bivalvos marinos
no esta claro. Representantes de los géneros Vibrio y Pseudomonas son
considerados frecuentemente como responsables de estos eventos patdgenos,
aun cuando dentro de estos generos la distincién del caracter patégeno o no
patdogeno es muy dificil. Los problemas relacionados con el control de las
enfermedades bacterianas en criaderos son numerosos y poco comprendidos

puesto que no existe un adecuado sistema de clasificacion de bacterias marinas
patdgenas (Lodeiros,1988).

La naturaleza de los componentes bioquimicos - en el alimeiniv que se proporciona
a las larvac. de moiuscos bivalvos es muy importante para un buen crecimiento-y
desarrollo de dichos organismos (Samain et al., 1995). La calidad del alimento
depende mas de los nutrientes esenciales (aminoacidos, &cidos grasos,
vitaminas y minerales) que de los contenidos bioquimicos globales (proteinas,
carbohidratos y lipidos). Las vitaminas representan una fraccion minoritaria de la
dieta pero son criticas para el mantenimiento normal del metabolismo y las
funciones fisiologicas (Seguineau et al., 1995). La composicién del alimento
afecta también a la composicion gonadal con una posible consecuencia en el
desarrolio larval (Samain et al., 1995). Para moluscos bivalvos, las especies de
microalgas mas utilizadas en los tanques de cultivo larvario son Isochrysis.

galbana y Chaetoceros gracilis (en proporcion 1:1), debido a sus caracteristicas




morfoldgicas y nutricionales (Millan-Tovar, 1996 y Robles-Mungaray y Serrano-
Guzman, 1995).

Junto con el alimento proporcionamos bacterias. Las poblaciones bacterianas
existentes en los cultivos algales encuentran un medio propicio para su
desarrollo, puesto que algunos productos de las propias algas asi como el propio

medio de cultivo pueden favorecer al crecimiento de las bacterias marinas
(Lodeiros,1988).

A pesar de que algunos géneros bacterianos son benéficos para el cultivo larval
de moluscos bivalvos, como se expuso anteriormente, existen otro tipo de cepas
bacterianas que resultan patdégenas y que pueden causar altas mortalidades en
pocas horas. Para contrarrestar el efecto nocivo de las bacterias presentes en el
agua y aire, se han utilizado agentes quimicos que destruyen las bacterias. estos
son los antibidticos. La importancia de los antibidticos para el control de

crecimientos bacterianos en cultivos de larvas de moluscos marinos ha sido
reconocida desde 1950 (Fitt et al., 1992).

La présencia de antibidticos en los cultivos larvales tiene dos origenes: el primerc
por la adicion de éstos directamente a los tanques de cultlvo a concentracnones
cuitroladas; estos anubioticos se se pueden adquinr en ei mercado como la
eritromicina, cloranfenicol, furazolidona, mismos que son obtenidos por sintesis a
partir de microorganismos como actinomicetos y hongos (Tabla 1). El segundo es
debido a su produccién natural por las bacterias asociadas a las microalgas en
los tanques de cultivo larval (Lodeiros et al.,1889). Algunas bacterias del género
Alteromonas producen antibidticos asociados a los monocultivos microalgales de
's especies Chnetoceros gracilis e Isochrysis galbana, variedad tahitiana. Esto
nos sugiere que algunos monocultivos microalgales pueden mantener un nivel
bacteriano bajo en sistemas de cultivo. La produccién de antibidticos por las

bacterias asociadas a los monocultivos algales asi como de las propias

microalgas es un evento frecusnte (Lodeiros et al., 1991 ).




Zobell y Feltham (1934) en D'Agostino (1972) y Lodeiros (1988), encontraron que
el agua de mar puede contener representantes de los dos grupos de bacterias;
los gram (-) y los gram (+), aunque estos Gltimos son menos frecuentes. Debido a
lo anterior, para el ambiente marino se utilizan antibiéticos de amplio espectro
para un control microbiano mas eficiente como son la furazolidona, cloranfenicol,
estreptomicina, kanamicina y neomicina, los cudles inhiben tanto a las bacterias

gram negativas como gram positivas y no se desactivan a pH alcalino
(D’'Agostino, 1972).

A pesar de que se adicionan antibidticos a los tanques de cultivo larval, se
desarrollan bacterias, ya que los antibidticos solo restringen el desarrollo de

algunas cepas bacterianas en los tanques de cultivo (Moal et al.,19995). por tal

motivo ningun antibidtico se espera que inhiba todo el crecimiento microbial. Los
mejores resultados del control bacteriano son mediante la utilizacién de dos o
mas antibidticos estables en el agua de mar y de amplio espectro (Davis y
Chanley, 1956; D'Agostino, 1972; Fitt et al,1992 y Sutton y Garrick, 1993).

Antibidticos altamente efectivos con vidas cortas como la clorotetraciclina y la
oxitetraciclina (amplio espectro) son desactivados rapidamente en medios
.. &icalinos. Estos antibiGticos son més activos en pH 6.0-6.5...Por .cunsiguiente en ...

agua de mar (pH 8.0 o mas), sus vidas son mucho mas cortas (D'Agostino,1972).

Los antibidticos con vidas muy cortas como la tetraciclina (amplio espectro),
eritromicina y penicilina (espectro limitado), a pesar de ser muy efectivos contra
los microorganismos, no ejercen mucho control en cultivos con periodos largos de
exposicion (D’Agostino, 1972).

Los microorganismos pueden ser inhibidos o eliminados por el uso de estos

agentes quimicos pero no pueden ser usados indiscriminadamente, en algunos

Casos pueden ser mas toxicos para los invertebrados que para las bacterias
(D'Agostino,1972; Fitt et al., 1992 ).




Los antibiéticos no son indispensables en el sentido de que no son nutrimentos. y
por lo tanto no forman parte esencial del organismo ni participan en procesos
metabdlicos, pero la adicién de antibidticos a los tanques de cultivo obedece a
razones econdmicas de retorno sobre la inversion, basandose en que éstos
mejoran los indices de eficiencia originales y los previenen contra enfermedades
controlando gérmenes no identificados y patégenos (Trevifio et al., 1994). En la
tabla 2 se presentan algunos géneros bacterianos causantes de enfermedades
en larvas de moluscos bivalvos, de los cuales, Vibrio alginolyticus 'y
Pseudomonas sp. son los mas frecuentemente encontrados en la Bahia de La
Paz, B.C.S. (Saiz-Hernandez, 1994 y Martinez-Diaz, 1995).

Para prevenir enfermedades larvales en moluscos, se deben utilizar métodos
alternativos en el uso de antibidticos. Los patdgenos estan contenidos en el agua
de mar, en el cultivo algal y en los reproductores. Los cultivos deben ser
protegidos de la contaminacion bacteriana mediante tratamiento preventivo por
desinfeccion fisica del agua de recambio con irradiacion de rayos ultra violeta
(UV), por el uso de antibidticos sélo por unos dias de tratamiento, y por la
alimentacion de iarvas con cuitivos algales iibres de patogenos, segun Nicolas et
al.,1995.
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Debido a todo lo anterior, el presente trabajo estd enfocado a controlar el

crecimiento de bacterias patdgenas en los tanques de cultivo larval de

Argopecten ventricosus mediante la utilizacion de antibiéticos para mejorar su
supervivencia.




Tabla 1. Algunos de los antibiéticos producidos comercialmente y el tipo de

microorganismo del que provienen.

ANTIBIOTICO

TIPO DE MICROORGANISMO

Cloranfenicol

sintesis quimica (Streptomyces venezuelae)

Eritromicina actinomiceto
Furazolidona * | actinomiceto
Kanamicina actinomiceto
Neomicina actinomiceto
Nystatina actinomiceto
Penicilina hongo N

Estreptomicina

actinomiceto

Tetraciclina

actinomiceto

Lincomicina

actinomiceto

Nicolas (1996)., * Andnimo (1997).
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Tabla 2. Principales géneros de bacterias que provocan enfermedades a las

larvas de moluscos bivalvos:

GENERO BACTERIANO

ESPECIE LARVAL DE BIVALVO

V. anguillarum

todas las especies

V. tubiashi

todas las especies

V. alginolyticus

Crassostrea ssp

V. splendidus

Pecten maximus

V. tapes philippinarum

almeja de Manila

(U

rassostrea ssp .

—— A e .~ e an

Nicolas (1996)




2. ANTECEDENTES

La presencia de enfermedades causadas por bacterias en los tanques de cultivo
larvario de cualquier especie, es un evento frecuente que se presenta en todas
partes del mundo en donde se practica acuacultura. Esto provoca que la
produccion de semilla, en el caso de moluscos bivalvos, lleve altos riesgos
aunado al pobre conocimiento que se tiene de las variables fisicoquimicas del
agua de cultivo que influencian las técnicas de manejo. Por tal motivo, los
laboratorios de produccion se ven en la necesidad de mantener un estricto control

de los parametros fisico-quimicos y bacteriologicos del agua (Prieur y Carval,
1979).

Lodeiros et al. (1992), encontraron que los eventos de vibriosis son frecuentes en

las zonas donde habitan moluscos bivalvos, causando enfermedades en los

laboratorios de culitivo larvario.

Las mortalidades larvales que ocurren en cultivos de moluscos frecuentemente
son asociadas con contaminacion bacterial y mas especificamente con Vibrio
(Elston -y Leibovitz, 1980). Las primeras destrivciones hechas en 1orno™a este

género bacteriano fueron descritas por Tubiash et al. (1965).

Sindermann (1990), considerd que los agentes etioldgicos en epizootias en peces
marinos fueron bacterias heterétrofas Gram (-) de los géneros Vibrio,
Pseudomonas, Aeromonas y Pasteurella.

En el Departamento de Cultivos Marinos de! Centro de Investigaciones Bioldgicas

del Noroeste,S.C., de La Paz, B.C.S., se han utilizado sistemas de filtracién y

esterilizacion del agua de cultivo para larvas de almeja catarina Argopecten

ventricosus, los cuales no dan seguridad adecuada en lo que respecta al control

de bacterias patégenas. Ahi se han detectado bacterias como Vibrio alginolyticus,

Yy V. vulnificus, las cuales probablemente han provocado las mortalidades masivas
9




registradas en los tanques de cultivo. Otras bacterias patdgenas asociadas al
cultivo de moluscos bivalvos son del género Pseudomonas como es el caso de P,
vesiculans (Trejo y Moctezuma, 1993).

En particular, en la Bahia de La Paz las bacterias del género Vibrio se encuentran
durante todo el ano. por lo que Sainz-Hernandez (1994), recomendaron utilizar
sistemas de eliminacion de bacterias para laboratorios de produccion intensiva.
Asimismo, se requiere un sistema de desinfeccion y control de!l proceso del cultivo
de microalgas puesto que el medio de cultivo para las microalgas es propicio para
el crecimiento de bacterias del género Vibrio. Las principales fuentes de
contaminacion de los cultivos larvales de Argopecten ventricosus son: los

reproductores traidos del campo. el agua potable y el agua de mar (Sainz-
Hemandez, 1994). V

Douniel y Langaon 1S54, inientaron mejorar ios culuvos larvaies modificando la
flora microbiana. Se adicionaron antibidticos a los cultivos larvales para reprimir
las cepas patogenas. mientras las bacterias benéficas se beneficiaron. Pero el
uso de antibidticos en los cultivos larvales por otros investigadores ha dado
resultado con efectos variables y en ocasiones adversos en supervivencias y
crecimiento, generando ademas resistencia bacteriana por su uso frecuente. Por
otra parte. sin la adicion de antibidticos. se obtienen resultados negativos en
supervivencia de Pecten maximus. registrando importantes mortalidades cuando

esta especie es cultivada rutinariamente sin antibidticos {Robert et al., 1994 y
Robert et al., 1995).

Nicolas et al. (1989) mencionaron que sin el uso de antibicticos para controlar la
flora bacteriana en los cultivos de larvas de bivalvos, se obtienen altas
mortalidades a causa de diversas enfermedades, aunque el uso frecuente de los
antibidticos puede generar cepas resistentes a dichos agentes quimicos

incrementando los problemas infecciosos en corto tiempo.
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Tubiash et al. (1965), utilizaron antibiéticos para prevenir y controlar infecciones
bacterianas en larvas y juveniles de moluscos bivalvos como una medida practica

y efectiva, obteniendo 100% de supervivencia con cloranfenicol a las primeras 72
h de cultivo.

Recientemente, resultados obtenidos con el uso de cloranfenicol en los
laboratorios Micromer en Francia, muestran que concentraciones de 1 a 8 mg/l,
permiten obtener elevadas supervivencias larvarias de Pecten maximus hasta |a
metamorfosis (Andnimo, 1996). Ademas, sin la adicion de cloranfenicol, las

bacterias patogenas conducen a mortalidades larvales totales alrededor del dia
18 de cultivo.

Murakoshi (1986), en Fitt et a/. (1992), utilizdé concentraciones de 10-20 mg/l de
estreptomicina con larvas de Tridacna crocea. Braley (1986) en Fitt et al. (1992),
utilizo concentraciones de 5-7 mg/l de eritromicina, oxitetraciclina, estreptomicina
o cloranfenicol.

Noel et al. (1992), en Martinez-Diaz (1995), utilizaron la furazolidona con
resultados positivos para el tratamiento de la vibriosis y Hustvedt et al. (1992) en
Martinez-Diaz (1995), hicieron lo propio con el acido oxolinico, probando ambos

antibiéticos ser eiectivos en acuacuitura.

Martinez-Diaz (1995), encontré sensibilidad al cloranfenicol en 5 de 7 cepas

aisladas del género Vibrio.

Davis y Chanley, 1956; D’'Agostino, 1972; Fitt et al,, 1992: y Sutton y Garrick,
1993, encontraron supervivencias mas altas con la combinacién de antibiéticos,

especialmente con combinacicnes de estreptomicina y neomicina.

Los antibidticos méas utilizados en acuacultura, y que han dado mejores
resultados son cloranfenicol, oxitetraciclina, mezclas de penicilina y

estreptomicina, neomicina, rifampina, entre otros (Moal ef al., 1995). En la tabla 3,
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se muestran algunos antibiéticos que se utifizan frecuentemente en acuacultura y

sus principales caracteristicas.

Tabla 3. Algunos antibidticos de uso frecuente en acuacultura y sus principales

caracteristicas.

ANTIBIOTICO MECANISMO DE CONCENTRACION TOXICO PARA DESARROLLO DE
ACCION RECOMENDADA | INVERTEBRADOS RESISTENCIA
{(mg/l) BACTERIANA

Cloranfenicol Modificacion enzimatica 0.06-a 50 Si LENTO
e inactivacion. Interfiere
en la sintesis de
proteinas.

Furazolidona inhibe la sintesis de 0.1a10.0 Si LENTO
proteinas

Eritromicina Inhibe la liberacién de 0.003 a 200 NO LENTO
tRNA,inhibe la sintesis
de proteinas.

Neomicina Inhite 'a sintesis ds Zlact Si —=NTC
proteinas

Peniniling Evita la formacién de ia 1a25 NO RAPIDO
pared celular.

Rifampina Inhibe la sintesis de <2 SI RAPIDO
RNA y la sintesis de
proteinas.

Estreptomicina |Inhibe la sintesis de 0.5a25 NO RAPIDO
proteinas.

Tetraciclina Evita el paso del tRNA a 0.05a7.5 NO

los ribosomas e inhibe
la sintesis de proteinas.

LENTO

Fitt ef al. (1992)
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3. JUSTIFICACION

Debido a la alta tasa de mortalidad, relacionada aparentemente a las poblaciones
bacterianas, en los sistemas de produccién larvaria de moluscos bivalvos y el
poco conocimiento tanto en patologia como en tratamientos adecuados para el
control de estas poblaciones, surge la necesidad de utilizar antibidticos de
manera controlada y como medida preventiva para mejorar la supervivencia
larvaria del cultivo de moluscos bivalvos y ejercer un control de los

microorganismos patdgenos que pudieran causar graves problemas en los

sistemas de cultivo.

En el presente trabajo se pretende encontrar un antibidtico que proporcione
condicones favorables para el cultivo larvario de Argopecten ventricosus, a su
vez conocer el efecto que presenta en contra del crecimiento bacteriano en los
tanques de cultivo larval. De los resuitados se espera recomendar la utilizacién
de dicho antibidtico como una herramienta de tipo preventivo en el cultivo de A.
ventricosus que pueda servir como via de control para el cultivo larvario de otras
especies de moluscos bivalvos de importancia econémica en el pais como lo son

Lyropecten subnodosus y Crassostrea gigas, entre otras.

La uiilizacién de antibidiicos para ia pioduccion de semilla a escaia comercial de -
moluscos bivalvos es poco divulgada por considerarse secreto tecnoldgico, es
decir, los avances logrados en el manejo de antibidticos por las empresas para
mejorar su produccion, generan importante informacién que pocas en ocasiones
se publica o se presenta en informes superficiales. Esto se debe al temor de
algunas empresas a que la competencia aproveche dicha informacién (en la que
se invierte tiempe y dinero), para sut beneficio y en alguncs casos para evitar que
los compradores rechacen el producto generado con el apoyo de antibiéticos ya
que opinan que un producto obtenido bajo estas condiciones, es de mala calidad,
puesto que refleja problemas en su produccion, tales como condiciones sanitarias

inadecuadas en el manejo del proceso de produccion, ademas de que los
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organismos obtenidos, seran mas susceptibles a enfermedades posteriores
comparados con los producidos sin la ayuda de antibidticos. En este trabajo se
intenta cambiar dicha concepcidn, el cudl indicard que estos agentes quimicos
utilizados de manera adecuada mejoran la supervivencia y la condicién larvaria
de A. ventricosus en los tanques de cultivo.

Es un hecho que hoy en dia se utilizan antibidticos discrecionalmente por los
productores pero en tanto no salgan al mercado agentes quimicos que no dafien
o causen efectos secundarios a los organismos cultivados, los antibidticos

seguiran siendo la mejor opcidn para controlar o prevenir enfermedades en los
criaderos.

En este trabajo se utilizaran 3 antibidticos : furazolidona, eritromicina vy
cloranfenicol, mismos que se utilizaran con base a la bibliografia consultada y en

la experiencia personal adquirida en el cultivo larval de crustaceos.

RS " s e "= - C e Nyow (B
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4. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar un antibiético que se pueda utilizar como tratamiento preventivo para
mejorar la supervivencia larvaria de Argopecten ventricosus.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la supervivencia larvaria de A. ventricosus mediante el uso de
diferentes concentraciones con los siguientes antibidticos:

a).-Cloranfenicol.
b).-Furazolidona.
c).-Eritromicina

2.- Obtener la concentracion maxima tolerable de los 3 antibidticos utilizandolos

en el cultivo de Isochrysis galbana y Chaetoceros gracilis.

3.- Seleccionar concentraciones para cada antibiético entre el minimo (0.5 mg/l) y

- el-maxime intervalo tolerado- por las microalgas .que seran puestas a prueba con .

los organismos.

4.-Seleccionar la concentracién del antibi6tico que resulte de obtener la mejor
supervivencia y crecimiento con larvas de A. ventricosus hasta antes de |a fijacion

(desde veliger hasta pediveliger).

5.- Analizar la flora bacteriana en el cultivo microalgal para la comprobacién de la
ausencia de Vibrio spp.

6.- Analizar cuantitativamente la flora bacteriana en el proceso de cultivo larval

de A. ventricosus con el antibiético y la concentracion seleccionados.

15
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5. MATERIALES Y METODO

5.1. Ensayos preliminares

El trabajo experimental se llevé a cabo en las instalaciones de la Universidad
Auténoma de Baja California Sur, Unidad Pichilingue en e! Laboratorio
Experimental de Maricultura. Se inicié el experimento en enero de 1996 utilizando
bolsas de plastico como contenedores con un volumen de 2 |, las cuales se
colgaron en un soporte horizontal y se suministré aireacion constante utilizando
mangueras de plastico de 0.5 cm de didmetro. Se controlé el flujo de aire
instalando una valvula en el sistema y se cubrié dicho sistema con plastico para
evitar cambios drasticos de temperatura. Las bolsas resultaron poco practicas
para el manejar a los organismos al momento de hacer el recambio y al
introducirlos de nuevo a los contenedores, ademas de obtener mortalidades del

100% entre las 48 y 96 h de cultivo para todos los ensayos, por lo cual, se
descartd esta metodologia.

En febrero del mismo afo, se modifico el sistema utilizando recipientes de plastico

- transparentes con capacidad de-4 i, en ios cudles se usd un volumien de cuitivo-de

2 | y una densidad de 10 larvas/ml. Este sistema funcioné muy bien en cuanto al
manejo de los organismos, pero con resuitados negativos en supervivencia. Se
controlé la temperatura de los recipientes, con un sistema en bafio maria y
circulacion constante de agua sin mejorar los resultados. La salinidad se mantuvo
constante entre los botes y el medio para todos los casos. Por tal motivo, a finales
de mayo, se decidié descartar dicho sistema y utilizar tanques de fibra de vidrio
cilindricos de fondo cénico conteniendo 60 | de agua de mar filtrada a 1 Hm, como
se describe en la siguiente metodologia:
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Figura 1. Diagrama de flujo que resume la secuencia de la metodologia seguida

en el presente trabajo.
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5.2.1.- Colecta de reproductores

Los reproductores fueron obtenidos del drea de engorda denominado parque
acuicola, ubicado aproximadamente a 500 m de ia Unidad Pichilingue. Los
ejemplares seleccionados se colocaron en contenedores circulares de fibra de
vidrio con un flujo de agua de 10 I/min y aireacion constantes. Se mantuvieron a
temperatura ambiente y se suspendié el alimento 24 h antes del desove para que
liberaran los desechos metabdlicos, su estémago se encontrara vacio y asi evitar

que contaminaran el agua con excretas y pseudoheces.

5.2.2.- Cultivo de microaigas

Previo al desove de los organismos se llevd a cabc el cultivo de Isochrysis
galbana y Chaetoceros gracilis. Dichas especies se utilizaron como alimento para
los reproductores y para las larvas.

El alimento se cultivd en torres de fibra de vidrio de 400 | con agua de mar filtrada
a través cartuchos con tamarfio de poro de 1 um e irradiada con luz UV . Se

fertilizé con el medio f/2 de Guillard y se mantuvo el cultivo con iluminacién
constante a 24 °C (Guillard, 1972).

5.2.3.- Induccion al desove

Los reproductores fueron inducidos al desove por medio de cambios bruscos de
temperatura del agua de 18 a 28 °C y viceversa, por periodos de exposicién de
20-30 min. Para enfriar el agua, 20 | de agua de mar filtrada, fueron colocados en
un congelador hasta alcanzar la temperatura de 18 °C. Para calentar el agua, se
utilizé un calentador de flujo continuo Brinkmann modelo IC-2, el cual, la hizo
circular a través de una tina de fibra de vidrio de fondo obscuro con 60 | de agua.
En ella se colocaron los reproductores para poder detectar el momento de
liberacion de gametos. Después de 30 min de exposicién a 28 °C, se transfirieron

los organismos a recipientes de cristal con capacidad de 2 |, los cuales se
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colocaron sobre una mesa con fondo obscuro. En cada recipiente se colocaron
un maximo de 3 organismos conteniendo un volumen aproximado de 1 | y una
temperatura de 18 °C por espacio de 30 min. Después de ese lapso, se
transfirieron de nuevo al agua caliente repitiendo el ciclo de la operacion 3 veces
(Fig. 2). Después de ese lapso, independientemente de obtenido o né el desove
se colocaron los organismos en canastas de plastico (maximo 8 organismos por
canasta) y se introdujeron en tolvas (una canasta por tolva), con volumen maximo
de 1500 | de agua de mar filtrada a 1 ym. Se dejaron los organismos en las tolvas
por 24 h para que desovaran, en caso de no haberlo hecho depués del proceso

de cambios térmicos, o que terminaran de desovar, en caso de hacerlo durante
dichos cambios térmicos (Fig. 3).

5.2.4.- Crianza larvaria general:

Después de 24 h de la induccion al desove, se retiraron los reproductores de las
tolvas. Se verificd la presencia de larvas en las mismas, después de 48 h se
cosecharon encontrandose en estadio veliger. Se colectaron en un tamiz de luz
de malla de 45 pm, se aforaron a un volumen conocido, se tomaron 3 alicuotas de

1 mi con una pipeta automatica y se contaron al microscopio con un aumento de

.. 10X utilizando una cAamzra de conteo Sedgewick-Rafter.

Después del conteo, se colocaron las larvas en tolvas de fibra de vidrio de fondo
blanco en un volumen de 60 | de agua de mar filtrada a 1um y a una
concentracion de 10 a 15 larvas/ml como se muestra en |a figura 4. Las tolvas se
mantuvieron con aireacion controlada y se cubrio la parte superior con plastico
transparente para evitar que entrara polvo a los tanques. Después de instalado el
sistema con los arganismos, se les alimentd con /. galbana y Ch. gracilis a una
concentracion de 30,000 cel/ml en proporcidn 1:1. Un conteo diario determiné si

Se agregaba o nd alimento para mantener esta concentracion.
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A. Manguera de plastico para circulacion de agua.

B. Calentador de flujo continuo.

C. Reproductores.

D. Agua de mar filtrada a través de filtro con tamafio de poro de 1 um.
E. Recipientes de cristal.

Figura 2. Sistema de induccion al desove utilizando cambios drasticos de
temperatura .
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A. Canasta de plastico.
B. Reproductores.

C. Tolva de fibra de vidrio con fondo cénico.
D. Vaivula para desague.

Figura 3. Sistema utilizado para desove de reproductores colocados sobre

canastas de plastico en tanques con capacidad maxima de 1800 |.
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A. Aireador.

B. Valvula reguladora del flujo de aire.

C. Conducto de aire para los tanques de cultivo.

D. a G. Tanques de fibra de vidrio para cultivo larval.

H. Bomba para suministro de agua de mar.

I. Valvula para regular el flujo de agua.

J. Sistema de filtros de cartucho con tamario de poro de 15 ym, 10 ym, 5 um y 1
pm, respectivamente.

K. Manguera de pléstico de 2.54 cm de didmetro utilizada para conducir el ‘agua
filtrada a los tanques de cultivo.

Figura 4. Sistema de cultivo para la crianza larval de A. ventricosus utilizando
tanques de fibra de vidrio con capacidad maxima de 100 .
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Se pes6 separadamente cada antibiético en una balanza analitica Mettler AJ100
con escala de 0 a 110 g y una precisién de 0.1 mg y se llevd a una solucion
patrén utilizando agua como solvente. A partir de cada solucién preparada, se
tomé la alicuota correspondiente para cada tratamiento. Se adiciond el antibiético

directamente al tanque de cultivo y se dejo por 48 h hasta realizar el proximo
conteo larvario.

Se realizé un monitoreo diario de temperatura y salinidad de las tolvas y del agua
que se usd como recambio con un termémetro de mercurio de 0 a 100 °C con
precision de 0.1 °C y un refractémetro Spartan, modelo A366ATC. con escala de

0 a 100 %o y una precision de 1 %o respectivamente. El monitoreo se realiz6 por la
manana (8:00 am) y por la tarde (3:00 pm).

Despues de 48 h, se realizd el recambio de agua de los contenedores pasando
los organismos a través de una malia de 45 pm. Se contaron, anotando el tipo de
tratamiento usado asi como el nimero de organismos vivos, numero de

organismos muertos, talla, actividad y condicion de los mismos.

Después del conteo y medicién, se limpio la muestra paséndoia a través de un
tamiz con luz de malla lo suficientemente grande para que los organismos
pudiesen atravesarlo guedandc atrapados en el tamiz ios rivaleriales indeseabies.
Para las primeras 48 h de cultivo (primer conteo), se utilizé un tamiz de 85.pm
para eliminar la basura; a las 96 h (cuarto dia) uno de 100 a 120 um, al sexto dia
de 155 a 160 um, al octavo dia de 180 a 202 um, al décimo dia de 224 a 232 Km,
al duodécimo dia de 250 um y al décimo cuarto dia de 275 um.

Se colocaron los organismos en sus tolvas correspondientes previamente
lavadas con una solucion saturada de hipoclorito de calcio enjuagadas con
agua de mar, filtrada a 1 um, para evitar que quedara algun residuo del
desinfectante. Posteriormente se agregd el alimento y los antibidticos como se

describié anteriormente. Este procedimiento se repitid hasta que aparecid la
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mancha ocular en los organismos, lo que indico la finalizacion de cada serie

experimental.

5.3. Primer experimento. Antibiéticos-microalgas

Esta parte experimental se disefid con el proposito de observar el efecto de los
tres antibidticos de prueba sobre las dos especies de microalgas que se usaron
como alimento para las larvas. Lo anterior se hizo debido a la sensibilidad que
presentan las microalgas a los antibidticos, los cuales inhiben su crecimiento y
pueden llegar a destruirlas, afectando esto el crecimiento normal de las larvas en
los tanques de cultivo. Obviamente, el efecto nocivo depende del tipo de
antibidtico y de la tolerancia por parte de la especie de microalga. Por ello se
disefio un experimento en el cuél se sometieron las dos especies de microalgas a
6 concentraciones en gradiente ascendente de cada antibidtico para determinar

la tolerancia microalgal midiendo su crecimiento con cada tratamiento como se

describe a continuacién.

5.3.1.- Disefo experimental

Se utilizaron 2 cepas microalgales: Isochrysis galbana y Chaetoceros gracilis.
Se utilizaron 3 antibidticos: furazolidona, eritromicina y cloranfenicol.

Para conocer si la presencia de estos antibicticos afecta al crecimiento microalgal
de /. galbana y Ch. gracilis se utilizaron las concentraciones siguientes de cada
reactivo: 0.5, 1.0, 3.0, 6.0, 9.0 y 12.0 mg/l. Este intervalo de concentraciones se
establecid con base a trabajos previos realizados en el Laboratorio Experimental

de Maricultura y a experiencias adquiridas en el cultivo larvario de camaron.

El experimento se realizd en matraces Erlenmeyer de 125 ml. Previo a éste, se
cultivaron /. galbana y Ch. gracilis en matraces de 2 | utilizando 1.5 | de cultivo de
cada especie. Se determind el nimero de cel/ml de cada cepa por medio de un

hematocitdmetro o camara de Neubahuer con la ayuda de un MIicroscopio
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5.3.2.- Disefio del Muestreo con Antibi6ticos-Microalgas

Se realizd la toma de muestras cada 48 h durante 15 dias con un

espectrofotometro Beckman DU 640 a una longitud de onda de 750 nm para
observar el crecimiento diario en cel/ml.

Para leer las muestras se hizo una curva de calibracién para cada especie a
partir de 6 diluciones y un blanco, utilizando una muestra patron de concentracién

conocida. Se construy6 la curva de calibracion mediante regresion lineal
utilizando la formula:

Y= A+ BX.

en donde:

Y= variable dependiente
A= constante

B= coeficiente de regresion

X=variable independiente

g s

Al final se obtuvieron dos curvas de calibracion (una para cada especie), las
cuales nos permitieron conocer espectrofotométricamente la concentracion
microalgal a lo largo del experimento.

Se construyeron curvas de crecimiento resultantes para cada cultivo en funcién

de cada concentracién para los distintos antibioticos.

Se hizo una regresion lineal con los datos de crecimiento obtenidos y se
compararon usando la prueba de Variables Mudas (Kleinbaum et al., 1988), para
establecer si existieron diferencias significativas para p= 0.05 respecto a los

tratamientos, concentraciones y las especies de cultivo.
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A partir de las curvas de crecimiento, se obtuvo la maxima concentracién
tolerable de cada antibidtico para cada especie de microalga. Se seleccionaron
las 4 primeras concentraciones que fueron 0.5, 1.0, 3.0 y 6.0 mg/l de cada
antibiético de prueba, para utilizarlas en los tanques de cultivo larval, ya que

fueron estas concentraciones las que no interfirieron en el crecimiento de las
microalgas.

5.4. SEGUNDO EXPERIMENTO. ANTIBIOTICOS-LARVAS

Una vez conocida la tolerancia maxima de las dos especies microaigales y
seleccionadas las cuatro concentraciones de los antibidticos, se procedid a
utilizarlos directamente en los tanques de cultivo y a determinar la supervivencia

con cada concentracion de los antibiéticos. Este segundo experimento consistié
de dos partes:

5.4.1. Adicion de los Antibiéticos a los tanques de cultivo larvario

En la primera parte, se realizaron 4 series de cultivo larvario utilizando los
siguientes antibidticos:

a) Furazolidona

b) Cloranfenicol

¢) Eritromicina

En cada serie se vari6 la concentracion de los antibiéticos en orden ascendente:
a) 0.5 mgl/l

b) 1.0 mg/l

¢) 3.0 mg/l

d) 6.0 mg/!
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Para la adicion de los antibidticos a los tanques de cultivo larvario se prepard una
solucion patrén pesando 3 g del reactivo el cuél se disolvio en 300 ml de agua

destilada. Se conservé en refrigeracion a 8 °C.

Se utilizd un testigo para cada serie y los tratamientos se hicieron por duplicado,
con una duracién aproximada de 10 dias hasta la aparicion de la mancha ocular.

Se utilizaron 8 tanques de cultivo por serie.

Se hizo un analisis de varianza de dos vias con los valores de supervivencia
obtenidos en funcion de los tratamientos y las concentraciones. Se utilizd la

prueba de Tukey para jerarquizar los resultados de supervivencia larvaria
(Daniel, 1995).

5.4.1.1. Indice de Condicion General (1.C.G.)

Este indice se disefid para comparar de forma sencilla y numérica, cual de los
antibiéticos y en qué concentracion surtié efecto sobre los organismos de cultivo
en cuanto a la condicion observada de los mismos. Esta condicion observada se
evalué como Buena (B) y Regular (R); con base a su actividad en la columna de

agua, contenido estomacal, crecimiento y uniformidad de tallas de los organismos

durante el cuitivo larval.

El indice se calculd de acuerdo a lo siguiente:

I.C.G.= (# B)/(n)

en donde:

#B= nimero de condiciones observadas como buenas.

n= numero de observaciones totales = 4.
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E] I.C.G se calificd con un valor maximo de 1, el cual indicd que los organismos
tuvieron una condicién observada buena a lo largo del cultivo. Valores < 1, indico

que en alguna etapa del cultivo se les observo una o mas condiciones regulares.

Una vez seleccionados los tratamientos y la concentracion, se realizé con ellos
un cultivo larval adicional en 6 tolvas a un volumen de 60 | y una densidad de 10
larvas/ml. Los tratamientos y el testigo se hicieron por duplicado. Se hizo analisis
de varianza y Tukey con los valores de supervivencia encontrados utilizando un

intervalo de confianza del 95%.
5.4.1.2. Seleccidn de los tratamientos

Al finalizar los 4 cultivos, se seleccionaron 2 antibidticos y una concentracion.
Esta seleccion se hizo con base en los resultados estadisticos de las
supervivencias larvarias obtenidas y mediante el Indice de Condicion General de

los organismos observado (1.C.G.)
5.4.2 Seguimiento bacteriolégico por conteo directo e indirecto

En la segunda parte del experimento se observo el efecto de los antibioticos
seleccionados sobre la flora bacteriana que interactia con las larvas de A
ventricosus en los tanques de cuitivo. Se procedio a reaiizar el ultimo cuitivo
experimental con un seguimiento bacterioldgico determinando cuantitativamente
las principales bacterias del género Vibrio y las saprofitas (heterotrofas)
asociadas al cultivo larvario de esta especie. Se utilizaron los métodos por conteo

directo e indirecto para el anélisis bacteriolégico de las muestras.

5.4.2.1 Conteo directo

Se pesaron 0.05 g de naranja de acridina, se diluyeron con 5 mi de agua
destilada y se filtraron a 0.22 pm.
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Se tomd la muestra de los tanques y se diluyd de 5 a 7 veces (el nimero de
diluciones dependié del numero de bacterias en la muestra) tomando en cada

dilucién 1 ml de ésta por 9 ml de agua destilada previamente esterilizada y
filtrada a 0.22 ym.

Se tomaron 4.5 ml de la uitima dilucién y se le agregaron 0.5 ml de naranja de
acridina; fue importante homogenizar bien la muestra, la cual se pasé a través de

un filtro de 0.22 pm y se enjuagd con agua de mar filtrada a 0.22 um.

El filtro se puso en un portacbjetos y se le agregdé una gota de aceite de
inmersién, se le colocd un cubreobjetos, al cual se le agregd otra gota de aceite
de inmersidn, y finaimente se observé al microscopio de epifluorescencia (con un

incremento de la muestra de 1000 aumentos).

En algunas ocasiones se preservO la muestra para su posterior conteo
agregandole formol al 1 %.

5.4.2.2. Conteo en placa o indirecto

La determinacion de bacterias del genero Vibrio y saprofitas (heterdtrofas), se
hizo con base en el método por conteo en placa utilizando los medios TCBS

Merck y Agar Marino Difco, conforme a las indicaciones de los productos.
Las placas se incubaron por 24 y 48 h a 28 °C.
5.4.2.3. Diseiio del Muestreo Bacteriolégico

Después de realizado el desove, obtenido las larvas en estadio veliger y haberlas
colocado en los tanques de cultivo, se procedié a tomar una muestra de agua de
cada uno de los tanques testigo con frascos estériles de vidrio con capacidad de
20 ml. Las muestras se sembraron en placa con medio TCBS y Agar Marino.
También, se contaron las bacterias directamente en el ‘microscopio de

epifluorescencia al momento de tomar las muestras para conteo en placa
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6. RESULTADOS
6.1. PRIMER EXPERIMENTO. ANTIBIOTICOS-MICROALGAS

En el primer experimento se expresan los resultados obtenidos de crecimiento de
las dos espacies de microalgas utilizadas como alimento en la crianza lervariz de
A ventricosus expuestas a diferentes concentraciones de tres antibidticos
(furazolidona, eritromicina y cloranfenicol). Se comprob6 la ausencia de Vibrio
spp. mediante la inoculacion de muestras de cada especie en medio TCBS por 24
y 48 h.

6.1.1. Isochrysis galbana-cloranfenicol

El crecimiento de esta especie no es afectado por la presencia de cloranfenicol
cuando se usan concentraciones desde 0.5 hasta 12 mgl/l, (Fig. 5); la aplicacion
de la prueba estadistica denominada de Variables Mudas, indica que no hay
diferencias significativas para p= 0.05 entre el numero de células obtenido en

funcion del tiempo y de la concentracidn de antibidtico (Tabla 5).
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Figura 5. Crecimiento de Isochrysis galbana con cloranfenicol a 6 concentraciones
diferentes durante 15 dias de cultivo. Las letras iguales indican que no hay

diferencia significativa (p=0.05) después del andlisis de regresion utilizando
Variables Mudas.

Tabla 5. Valores de las pendientes beta (B) aplicando la prueba de regresién
Variables Mudas con /. galbana utilizando cloranfenicol para p=0.05. En donde S=
crecimiento significativo; N.S.= crecimiento no significativo.

TRATAMIENTO VALOR DE LA NIVEL DE
PENDIENTE SIGNIFICANCIA
TESTIGO 0.034 S
0.5 mg/l 0.047 S
1 mgl/l 0.040 S
3 mg/l 0.033 S
6 mg/! 0.015 S |
9 mgl/l 0.013 S
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Figura 5. Crecimiento de /sochrysis galbana con cloranfenicol a 6 concentraciones
diferentes durante 15 dias de cultivo. Las letras iguales indican que no hay
diferencia significativa (p=0.05) después del andlisis de regresion utilizando
Variables Mudas.

Tabla 5. Valores de las pendientes beta (B) aplicando la prueba de regresién
Variables Mudas con /. galbana utilizando cloranfenicol para p=0.05. En donde S=
crecimiento significativo; N.S.= crecimiento no significativo.

TRATAMIENTO VALOR DE LA NIVEL DE
PENDIENTE SIGNIFICANCIA
TESTIGO 0.034 S
0.5 mg/l 0.047 S
1 mg/l 0.040 S
3 mg/l 0.033 S
6 mg/l 0.015 S
9 mgl/l 0.013 S




| 6.1..2. 1. galbana-eritromicina

Se registré crecimiento significativo para p= 0.05 con eritromicina en todas las
concentraciones prueba utilizando la prueba estadistica de Variables Mudas (Tabla

6). I. galbanaes tolerante a la eritromicina por lo menos hasta 12 mgll (Fig. 6).

6.1.3. /. galbana-furazolidona

No se obtuvo crecimiento microalgal con las concentraciones probadas de este
antibiético. En la tabla 7, se pueden observar los valores de crecimiento para /.

galbana con los 3 antibi6ticos a 6 concentraciones diferentes en orden ascendente.
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Figura 6. Crecimiento de /. galbana con eritromicina a 6 concentraciones diferentes
d.ura.nte 15 dias de cultivo. Las letras iguales indican que no hay diferencia
significativa (p=0.05) después del analisis de regresion utilizando Variables Mudas.




Tabla 6. Valor de las pendientes beta (B) después de aplicar la prueba de
regresion de Variables Mudas con /. galbana utilizando eritromicina para p=0.05.
En donde S= crecimiento significativo; N.S.= crecimiento no significativo.

TRATAMIENTO VALOR DE LA NIVEL DE
PENDIENTE SIGNIFICANCIA

TESTIGO 0.030 S
0.5 mg/l 0.027 S

1 mg/l 0.024 S

3 mg/l 0.026 S

6 mg/| 0.029 S

9 mg/l 0.011 S

Tabla 7. Crecimiento de /. galbana en 10° cel/m! con diferentes antibiéticos a 6
concentraciones diferentes después de 15 dias de cultivo.

CONCENTRACION
TRATAMIENTO {mg/l) TESTIGO
0.5 1 3 6 9 12
FURAZOLIDONA 141 0O 0 0 0 0 18.46
CLORANFENICOL [18.79! 18.1 116.781 15.2 [15.87/ 148 18.46
ERITROMICINA |17.97|17.43]17.34,17.82(16.51]16.31] 18.46 |

6.1.4. Ch. gracilis-cloranfenicol

Con esta especie se obtuvo crecimiento significativo (p=0.05) utilizando
Cloranfenicol hasta 6 mg/l mediante regresion lineal con el método de Variables
Mudas. A partir de 9 mg/l, el antibidtico no permite el crecimiento de Ch. gracilis

(Tabla 8). El testigo registrd el valor méximo de crecimiento durante los 15 dias de
cultivo (Fig. 7)
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Figura 7. Crecimiento de Chaefoceros gracilis con cloranfenicol a 6
concentraciones diferentes durante 15 dias de cultivo. Las letras iguales indican
que no hay diferencias significativas (p=0.05) después del analisis de regresion por
Variables Mudas. '

Tabla 8. Valor de las pendientes beta (B) después de aplicar la prueba de regresién
de Variables Mudas con Ch. gracilis utilizando cloranfenicol para p=0.05. En donde
S= crecimiento significativo; N.S.= crecimiento no significativo.

TRATAMIENTO | VALOR DE LA NIVEL DE
PENDIENTE SIGNIFICANCIA
TESTIGO 0.559 S
0.5 mg/l 0.555 S
1 mg/l 0.551 S
3 mg/l 0.491 S
6 mg/! 0.359 S
9 mg/l 0.024 N.S




6.1.5. Ch. gracilis-eritromicina

Utilizando eritromicina, el cultivo tuvo significancia en crecimiento para p=0.05
utilizando el método de regresion lineal con el método de Variables Mudas hasta 6
mg/l. A partir de 9 mg/l no se obtiene crecimiento microalgal (Tabla 9). El testigo.
registro el valor maximo en crecimiento a los 15 dias de cultivo comparado con las

8 concentraciones de prueba (Fig. 8).
6.1.6. Ch. gracilis-furazolidona

En la tabla 10, se muestra el efecto de la furazolidona, eritromicina y cloranfenicol
" en el crecimiento de esta especie, en donde la primera né permitié su desarrollo

con ninguna de las 6 concentraciones probadas.
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Figura 8. Crecimiento de Ch. gracilis con eritromicina a 6 concentraciones
diferentes. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas (p=0.05)
después del analisis de regresion por Variables Mudas.



Tabla 9. Valor de las pendientes beta (B) después de aplicar la prueba de
regresion de Variables Mudas con Ch. gracilis utilizando eritromicina para p=0.05.
En donde S= significativo; N.S.= no significativo.

VALOR DE LA NIVEL DE
TRATAMIENTO PENDIENTE SIGNIFICANCIA
TESTIGO 0.708 S
| 05man _ 0.598 N
1mg/l 70474 B -
3 mg/t 0.284 S
6 mg/l 0.201 S
9 mg/l 0.044 N.S

Tabla 10. Crecimiento de Ch. gracilis expresado en 10° cel/ml con tres antibiéticos
a6 concentraciones dfereriias desprae d: 15 dias de cultivo.

TRATAMIENTO CONCENTRACION TESTIGO
{(mg/l

051 1 3 6 9 12

FURAZOLIDONA 0 0 0 0 0 0 4.08

CLORANFENICOL {3.88|3.78 |3.17| 2.02 | 0.43 | 0.47 4.08

ERITROMICINA 3.11(1.821.05| 0.54 | 0.21 0 4.08

En la figura 9, se muestra la tasa crecimiento resultante de /. galbana y Ch.
gracilis con eritromicina y cloranfenicol para cada concentracion. Los valores de la
tasa de crecimiento se expresan en divisiones por dia de Ié poblacion (durante 15
dias de cultivo). Dichos valores se obtuvieron después de aplicar regresion lineal

acada curva de crecimiento (p= 0.05) con el método de Variables Mudas.

En esta grafica se observa como la eritromicina y el cloranfenicol no afectan la
tasa de crecimiento de /. galbana de 0.5 a 12 mg/l. Para Ch. gracilis se observa el

mismo comportamiento con ambos antibioticos hasta 6 mg/l. Utilizando
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Figura 9. Tasa de crecimiento expresada en numero de divisiones/dia de la
poblacién después de 15 dias de cultivo de I. galbana y Ch. gracilis utilizando
eritromicina y cloranfenicol a diferentes concentraciones.




6.2. SEGUNDO EXPERIMENTO. ANTIBIOTICOS-LARVAS

6.2.1.- Adicién de los antibiéticos a los tanques de cultivo larvario

Después de los resultados obienidos er: el primer experimento, se decidio utilizar
4 concentraciones: 0.5, 1, 3 y 6 mg/l con los 3 antibidticos (eritromicina,

cloranfenicol y furazolidona) en los tanques de cultivo larvario.

Después de colocar las larvas en los tanques de cultivo y agregar el alimento a
los mismos, se adicionaron los antibidticos para que estuvieran en contacto
directo con los organismos de cultivo durante todo el periodo. Se revisd la
densidad de microalgas en los tanaues cada 24 h v se 2gregd alimento
completando, en caso de ser necesario, las 30,000 cel/ml. Se realiz6 recambio
total de agua cada 48 h, después del cual se igualaron las condicones iniciales de

cultivo agregando el alimento y los antibidticos.

6.2.1.1. 0.5 mg/!

Se aplicaron los 3 tratamientos directamente a los tanques de cultivo larvario a
una concentracion de 0.5 mg/l y se obtuvieron supervivencias de 73.31% con
eritromicina, 63.79% con furazolidona, 54.43% con el testigo y la menor
supervivencia se obtuvo con el cloranfenicol con 33.82% (Fig. 10). En la tabla 11
Se muestra la condicién y el crecimiento observado de los organismos utilizando
los tratamientos con 0.5 mg/l en la cual se observan complicaciones en la
condicion de los organismos utilizando cloranfenicol y eritromicina para las
primeras 48 y 96 h de cultivo; con furazolidona y el testigo se tienen condiciones
regulares en la larvas a las 144 h. Con base en estas observaciones se calculo el
Indice de Condicién General de los organismos (1.C.G.) obteniendo que para 0.5

mg/l el 1.C.G. mas alto se obtuvo con furazolidona (0.75).
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Los organismos que se mantuvieron en buenas condiciones al final del cuitvo,
presentaron'tallas mayores de 120 ym, con estémagos llenos y buena actividad en
la columna de agua. El unico antibiético que mejoré significativamente (p=0.05) la
supervivencia larvaria respecto al testigo después de aplicar ANOVA y Tukey fué la
eritromicina con 73.31% (Fig. 10).
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Figura 10. Supervivencia larvaria de Argopecten ventricosus a una concentracion
de 0.5 mg/l con tres antibidticos de prueba y un testigo. Los valores indexados con
letras iguales indican que no hay diferencias significativas (p=0.05) después de
aplicar ANOVA y Tukey.

Tgbla 11. Condicién de las larvas (B y R) durante el primer cultivo experimental
utilizando antibiéticos a una concentracion de 0.5 mg/l

CONDICION DE | APARICION DE
— LOS ORGANISMOS [MANCHA OCULA_&
TRATAMIENTO H DE CULTIVO H DE CULTIVO

T 48] 96 |144[192| 144 192 |IC.G
STIGO I'BIR|R|B X 0.50
FURAZOLDONA T B T8 TR | B X 0.75
CLORANFENICOL | R | R | B | B X 0.50
ERITROMICINA R|R|B|B X 0.50




6.2.1.2.1 mg/l

En este cultivo larvario se probaron las concentraciones de 1 y 3 mg/l al mismo
tiempo, por lo que los resultados de supervivencia son los mismos para el testigo

enlafigura 13 y 14.

Utiizando los tratamientos con 1 mg/l se obtuvieron supervivencias larvarias
superiores (p=0.05) a la del testigo (Fig. 11). El valor maximo en supervivencia se
obtuvo con furazolidona (62.75%), seguido de cioranfenicol (58%) y de
eritromicina (50.42%). No hay diferencias significativas entre los tratamientos. En
latabla 12 se muestra el I.C.G. de los organismos utilizando los tratamientos con
1 mg/l observando que con eritromicina y cloranfenicol este indice obtuvo el
smaximo valor y aparecid la-mancha-ocular 48 h antes gue cor fiirazolidona y el
testigo. La condicion de los organismos con los tratamientos fue buena (1) con un
ligero retraso en el crecimiento utilizando furazolidona (0.75), con la cual aparecid
lamancha ocular hasta las 192 h de cuitivo. El testigo presentd complicaciones en

la condicién de los organismos a las 96 h de cultvo con 75 % de mortalidad (Fig.

7)y poca actividad en la columna de agua.
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Figura 11. Supervivencia larvaria de Argopecten ventricosus expuestas a 3
antibioticos a una concentracién de 1 mg/l. Los valores indexados con letras
iguales indican que no hay diferencias significativas (p=0.05) después de aplicar

ANOVA y Tukey.

Tabla 12. Condicion de los organismos durante el segundo cuitivo experimental
utilizando antibidticos a una concentraciéon de 1 mg/l

CONDICION DE APARICION DE
LOS ORGANISMOS | MANCHA OCULAR
TRATAMIENTO H DE CULTIVO H DE CULTIVQ
48 | 96 [ 1441192 144 192 I.C.G.
TESTIGO B|R|B|B X 0.75
FURAZOLIDONA B|IR| BB X 0.75
CLORANFENICOL | B | B B [ B X i
ERITROMICINA B|B|[B]|B X 1.




6.2.1.3. 3 mg/l

En la figura 12, se muestran las supervivencias larvales utilizando 3 mg/l las cuales
fueron significativamente superiores (p=0.05) con respecto al testigo pero no entre
los tratamientos probados. El tratamiento con valores mas altos en sdpervivencia
fue el cloranfenicol con 65.65 %, seguido de furazolidona con 58.26 % y de
eritromicina con 54.04 %. La condiciéon de los organismos fue similar en los 3

tratamientos, obteniendo los maximos valores del .C.G. (Tabla 13).
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Fig}l(a .12. Supervivencia larvaria de Argopecten ventricosus con 3 mg/l y 3
aptlbiétlf:os de prueba. Los valores indexados con letras iguales indican que no hay
diferencias significativas (p=0.05) después de aplicar ANOVA y Tukey.




Tabla 13. Condicion de los organismos en el tercer cultivo experimental utilizando
antibiéticos @ una concentracion de 3 mg/l.

CONDICIONDE | APARICION DE

LOS ORGANISMOS | MANCHA OCULAR

=ATAMIENTO | HDE CULTIVO | H DE CULTIVO

48 | 96 | 144192 144 192 | ICG.
=STIG0 BIR|B|B X 0.75
FURAZOLIDONA | B | B | B | B | X 1
SLORANFENICOL | B | B | B | B | X 1
ZRITROMICINA | B | B | B | B | X 1
6.2.1.4. 6 mg/l

Al igual que con las concentraciones anteriores, la supervivencia larvaria con
antibidticos fue significativamente mayor (p=0.05) con relacion al testigo (Fig. 13).
Utlizando el cloranfenicol se obtuvo una supervivencia de 69.83 %, con
eritromicina 68.63 % y con furazolidona 59.06 %. El Indice de Condicién General
observado en la tabla 14 tuvo un valor de 1 para eritromicina y cloranfenicol. Con
furazolidona se obtuvo retraso en el crecimiento, deformidad y algunos
organismos con estomagos vacios; esta condicion se incrementd con el tiempo de
cultivo redundando en retraso de la aparicion de la mancha ocular (hasta las 192
h). Con el testigo se observé buena condicion de los organismos pero se presento

mortalidad progresiva desde el inicio del cultivo obteniendo al final del mismo
35.92 % de supervivencia.
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Figura 13. Sobrevencia larval de A. ventricosus con antibiéticos a 6 mg/l. Los
valores indexados con letras iguales indican que no hay diferencias significativas
(p=0.05) después de aplicar ANOVA y Tukey.

Tabla 14. Condicion de los organismos durante el cuarto cultivo experimental
utilizando antibiéticos a una concentracién de 6 mg/l.

CONDICIONDE | APARICION DE

LOS ORGANISMOS | MANCHA OCULAR

TRATAMIENTO HDE CULTIVO | H DE CULTIVO

48] 96 [144[192] 144 192 | ICG.
TESTIGO B|B|B|B| X 1
FURAZOLIDONA | B [ B | R | R X 05
CLORANFENICOL | B [ B | B | B | X 1
ERITROMICINA BlB|B|B| X 1
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e calcularon los incrementos de supervivencia larvaria en los tanques tratados
on antibiticos restando la supervivencia obtenida de éstos, en cada cultivo
srvario, de la obtenida con el testigo en dicho cultivo (Tabla 15). El incremento en
upervivencia larval con antibidticos respecto al testigo fué variable durante los
uatro cultivos larvales, obteniendo un minimo de 9.36 % con furazalidona /0 &
ngl) y un maximo de 53.77 % con cloranfenicol (3 mg/l). El incremento de
upervivencia promedio de los antibidticos respecto al testigo después de los

uatro cultivos larvarios fué de 32.58 %.

[abla 15. Incremento de supervivencia larvaria (%) de cada tratamiento respecto

il testigo durante los cuatro cultivos larvarios.

CONCENTRACION [FURAZOLIDONA|ERITROMICINA | CLORANFENICOL

(mg/l) (%) (%) (%)

0.5 9.36 18.88 0
1 50.87 38.54 41.29
3 46.38 42.14 53.77
6 23.14 | 33.91 32.71
INCREMENTO PROMEDIO 32.58
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6.2.1.5. Seleccion de los tratamientos

Los analisis estadisticos de los resultados de supervivencia larvaria con los 3
antibieticos y las 4 concentraciones demostraron que no existieron diferencias en
supervivencia (p=0.05) entre los 3 tratamientos ni entre las 4 concentraciones
probadas. Esto nos dice que pode=mos utilizar cualquiera de os ‘ratarnientos
probados desde 0.5 mg/l hasta 6 mg/l. Por tal motivo, para seleccionar el

fratamiento recomendado y su concentracion se utilizaron los siguientes criterios:

a) En la figura 14, se observa como se incrementa la supervivencia larvaria a
medida que se incrementa la concentracién del antibidtico para los casos de
cloranfenicol y eritromicina. Con furazolidona se observa una tendencia a

disminuir la scbrevencia al aumentar ig cancentracion del antibidiice -

b) En .a tabla 16, se nizo un resumen del Indice de Condicidén General (I.C.G.) de
los organismos observado en cada uno de los cuatro cultivos anteriores, la cual
consistié en dar un valor maximo de 1 cuando los organismos presentaron una
buena condicién durante el cultivo larval. También se utilizd el tiempo de cultivo
en el que aparecié la mancha ocular para valorar el crecimiento de los

organismos (ver materiales y métodos).

La furazolidona present6 el |.C.G. méas bajo en relacién con el cloranfenicol y la
eritromicina, mostrando retraso en la aparicion de la mancha ocular en 3 de las
cuatro concentraciones probadas, lo que indico que este antibidtico no mejora la

condicién de los organismos de cultivo.

El cloranfenicol y eritromicina presentaron el mejor 1.C.G. A partir de 1 mg/l
Obtuvieron el maximo valor de dicho indice, lo que indica que estos dos
ratamientos mantienen una buena condicién larvaria a partir de esa
ooncentracion. La aparicion de la mancha ocular a las 144 h de cultivo se
Presentd a partir de 1 mg/l indicando que con eritromicina y cloranfenicol se

Mejord el estado de salud de los organismos respecto a la furazolidona y al
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aparicion de la mancha ocular no presentan valores constantes, es decir, los
valores de dicho indice variaron en cada cultivo larvario.

Supervivencia (%)

0.5 1 3 6
Concentracion en mg/i
-e— FURA. (a) ==~ CLOR. (a) >+ ERIT. (a)

Figura 14. Supervivencia larvaria de A. ventricosus después de cuatro cuitivos
larvales con 3 antibi6ticos y cuatro concentraciones diferentes.

Tabla 16 . Indice de Condicion General (1.C.G.) que presentaron los organismos de

cultivo durante las cuatro series experimentales y el tiempo en horas en el que
apareci6 la mancha ocular (M.O.)

CONCENTRACION {mg/l)

05 1 3 6
I.C.G.[MO. [IC.G.[M.O. [.C.G.[MO. [L.C.G.[M.O.
0.50 | 192 | 0.66 | 192 | 0.66 | 192 | 1.00 | 144
0.66 | 192 | 0.66 | 192 | 1.00 | 144 | 0.50 | 192
050 | 192 | 1.00 | 144 | 1.00 | 144 | 1.00 | 144
050 | 192 | 1.00 | 144 | 1.00 | 144 | 1.00 | 144
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.2.2. Seguimiento bacteriolégico por conteo directo y en placa

revio @ los resultados bacteriologicos, se presenta en la figura 15 la
upervivencia larvaria con los dos antibidticos seleccionados (eritromicina y

loranfenicol) utilizando 6 mg/l.

n este experimento, se obtuvieron valores de supervivencia mayores a los
egistrados en los cuatro cultivos anteriores. Los dos tratamientos superaron el
35% de supervivencia encabezando el cloranfenicol con un valor de 90.68 % y la

sritromicing 88.73 %.

dmbos tratamieniics “catsaron un - incremento - significativu  (2=0.05) en la

supervivencia respecto al testigo pese que éste Ultimo registrd 76.8 %.

En la tabla 17, se muestran las condiciones observadas de las larvas durante 192
1 de cultivo las cuales tuvieron comportamientos similares en crecimiento,
condicion, y aparicion de la mancha ocular en todos los tanques de cultivo. Se
hizo ANOVA y Tukey de las tallas medidas cada 48 h de cultivo (tomando 30
muestras) sin presentar diferencias significativas para p=0.05 en dichas tallas de

los organismos al finalizar el cultivo (192 h).
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rigura 15. Supervivencia larvaria de A. ventricosus con los dos antibidticos
seleccionados a una concentracion e 8 mg/l.

rabla 17. Condicion de los organismos utilizando eritromicina y cloranfenicol con
a concentracion de 6 mg/l. Las letras iguales indican que no hay diferencias
significativas en el crecimiento larval promedio después de 192 h de cultivo para
1=0.05 al utilizar ANOVA y Tukey.

HORAS | REPETI- [TALLA MEDIA] APARICION| CONDICION
TRATAMIENTO DE CIONES| ENpm |DEMANCHA| DELOS |I.CG.
CULTIVO (n) (X+E.S.) OCULAR | ORGANISMOS
TESTIGO 48 30 |96.7t 0.75 a B
CLORANFENICOL 30 |97.4% 0.78 a B
ERITROMICINA 30 |96.5¢ 0.78 a B
TESTIGO 96 30 [1125+15 a R
CLORANFENCOL 30 [1155t21 a B
ERITROMICINA 30 [122.8£25 a B
TESTIGO 144 30 [137.1:25 a B
CLORANFENICOL 30 {1516+37 b B
ERITROMICINA 30 [152.8£39 b B
TESTIGO 192 30 [173.7t4.2 a 192 B 0.75
CLORANFENICOL 30 |170.4:46 a 192 B 1
ERITROMICINA 30 |169.3:4.5 a 192 B 1
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 lo que respecta a los resultados del analisis bacteriolégico, con medio Agar
farino, TCBS y conteo directo en el microscopio de epifluorescencia, se obtuvo lo

iguiente:
.2.2.1. Agar Marino

n la figura 16a se muestra el numero de bacterias que crecieron en medio Agar
larino cada 48 h hasta antes de realizar cada recambio de agua en los tanques
e cultivo larvario. EI comportamiento de las bacterias en ambos tratamientos,
riromicina y cloranfenicol, muestra una disminucion de las poblaciones
acterianas en relacion a las encontradas en el testigo. En primer térnino, existe
in incremento bacteriano en el testigo del primero al séptimo dia de cultivo,
vartiendo de 80 UFC/ml y alcarmzendo un maxime de 450 UFC/mb En ius™
ratamientos e! maximo alcanzado fué de 200 UFC/m! para eritromicina y

cloranfenicol al quinto dia de cultivo.

En la figura 16b, se observan los valores de las densidades bacterianas
encontradas después de realizar cada recambio de agua. Partiendo del tercer dia
de cultivo y comparando los valores de ambas figuras, se ve disminucion
bacteriana en el testigo en los 3 y 7 dias comparando los valores obtenidos antes
del recambio (Fig. 16a) y después del recambio de agua (Fig. 16b). En el caso de
los valores bacterianos encontrados en los tanques que se trataron con
eritromicina y cloranfenicol, se observa que las densidades bacterianas
disminuyeron entre los dias 5 y 7 de 215 UFC/ml (Fig. 16b) hasta 130 UFC/ml
(Fig. 16a), obteniendo un descenso bacteriano de 85 UFC/ml en este periodo de
48 h. Del dia 7 al 9 se obtuvo una disminucién de 25 UFC/mI y del 9 al 10 de 40
UFC/ml. En el periodo comprendido del dia 3 al 5 se registrd el unico incremento

bacteriano promedio (65 UFC/mI) utilizando los antibidticos.
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Figura 16, Crecimiento bacteriano en medio Agar Marino a) antes y b) después de

los recambios de agua en los tanques durante 10 dias de cuitivo .



6.22.2. TCBS

En la figura 173, se aprecia claramente como mediante el uso de antibidticos, las

poblaciones del género Vibrio spp.,
UFC/ml. En los tanques testigo si

semantuvieronoonvalorescettanosaﬂ

crecieron algunas colonias alcanzando un

madno G2 53 UFC/ml al quintc dia de cultivo a partir del cual se observa un

decremento en las mismas. Al igug’

~
.b;

2. (05 vzlores méaximos
‘cs dizs 2uinto y séotimo dz cultivo.

En la figura 17b, ‘os valcres bazierznos sl testigo disminuyeron después de
cada recambiO, €S0 3& OO0seive & CoOmparal Gichos vaiores con los obtenidos

para el testigo antes de cada recambio vistos en la figura 172 El dia 5 se alcanzo

ertromicing no huhbc crecmiento a

= el maimo valor para € tesiyt-Uespuss del recamisic crerienc: 79 USCHml. Con-

ia largo del cultivo y con cloranfenicol se

registrd un méxime de 18 UFCimi ai tercer dia dei cultivo larvario. Para los dias 7
Y 9 se obtuvieron valores menores de 5 UFC/m! utilizando este antibi6tico.
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Figura 17. Crecimiento bacteriano en medio TCBS a) antes y b) después de los

ecambios de agua de los tanques de cultivo durante de 10 dias de cultivo.
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6.2.2.3. Conteo directo

Los conteos directos resuitaron mas altos que los obtenidos en placa con medio
Agar Marino, tanto en los tratamientos como en el testigo alcanzando al séptimo dia
6.8 X10° bacterias/ml en el testigo seguida de 6X10° bacterias/mi en la eritromicina
y 5.5X10° bacterias/ml en el cloranfenicol. La flora bacteriana se increment6 a

medida que avanzé el tiempo de cultivo en todos los tratamientos (Fig. 18).

Tiempo (dias)
I TEST. B CLOR MM ERIT.

Figura 18. Crecimiento bacteriano con antibiéticos por conteo directo en los
tanques de cultxvo durante 7 dias.
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microalgales contaminadas, que en ocasiones generan pobre crecimiento de los

altivos microalgales o pérdida de los mismos (Le Borgne, 1986).
12, ANTIBIOTICOS-LARVAS

La eritromicina, furazolidona y cloranfenicol probados en los tanques de cultivo
laval de A. ventricosus utilizando concentraciones de 1.0, 3.0 y 6.0 mg/l
registraron supervivencias superiores respecto al testigo (p=0.05), demostrando
que el uso de antibidticos en los tanques de cultivo larvario mejora la
supervivencia de esta especie, como lo demuestran los trabajos de Braley (1986),
enFitt et al., (1992), utilizé cloranfenico! y eritromicina en concentraciones de 5 a
7mgl en larvas de almeja; Husvedt et a/ (1992) en Martinez-Diaz (1995),
mprobaron ia eficiencia del &cido mxniinico en peces; Nicoies ef al (1989),.-.. ~m£=mq
demostraron que para incrementar las supervivencias larvarias de moluscos
bivalvos, es recomendable utilizar antibidticos y Anonimo (1996) utilizé 8 mg/l de

coranfenicol en larvas de Pecten maximus con resultados sobresalientes.

La supervivencia maxima de cada antibictico utilizando concentraciones entre 1.0
y6.0 mg/l fué de : cloranfenicol 69.83 % utilizando 6.0 mg/l (33.91% mejor que el
testigo), eritromicina 68.63 % con 6.0 mg/l (32.71% mejor que el testigo) y
furazolidona 62.75 % con 1.0 mg/i (50.87% mejor que el testigo) (Tabla 15). Esto
significa que el uso de antibisticos mejord la supervivencia larvaria hasta en un
88.77% (utilizando cloranfenicol), obteniendo supervivencias entre el 68.63 y el
9068 % utilizando & mg/l de cloranfenicol y eritromicina (Fig. 14 y 15), lo cual
indica que en términos economicos el uso de antibidticos como tratamiento
Preventivo es una herramienta dtil para incrementar los ingresos por concepto de
produccion de semilla, como se muestra en la tabla 19, misma que resume en un
andlisis sencillo, Jos ingresos que se generan a partir del uso de antibiéticos y sin
@ utiizacion de Jos mismos, tomando como ejemplo los datos obtenidos en el
Présente trabajo asi como el precio del millar de semilla (vigente en octubre de
1997), Proporcionado por el Fomento Pesquero del Estado de Sonora (CREMES).
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Fl costo de los antibidticos lo proporciond Agroveterinaria, S.A. de C.V. De esta
1bla 19, se observa que utilizando cloranfenicol y eritromicina, se obtiene un
ingreso maybr que el testigo del 94.4% y 91% respectivamente. Por lo tanto,
uilizando estos dos antibidticos, casi se duplica el ingreso por ventas respecto al
ingreso obtenido sin el uso de ellos. En la tabla 20, se muestra un analisis para
seleccionar el antibidtico mas recomendable para utilizar en la crianza larvaria de
A ventricosus con base al aporte por ingresos en ventas, costo del antibiético y
por sus efectos nocivos a la salud por contacto directo o ingestion. Se observa
que el uso de la eritromicina es mas recomendable por no causar efectos nocivos
alasalud, a pesar de que el cloranfenicol tiene un costo menor y ofrece ingresos
por ventas ligeramente mayores que la eritromicina, pero con el inconveniente
adicional de ser dificil de adquirir en el mercadn por las restricciones aue tiene su
US0. Ademés de estos antibidticos, existen otros como alternativas de uso en
aiivo de moluscos como la oxitetraciclina y el &cido oxolinico que no son toxicos

y generan resultados satisfactorios (Fitt et al., 1992).

62




Tabla 19. Ingresos por venta de semilla de A. ventricosus.

GASTO POR USO INGRESOS-
LARVAS POR DE PRECIO DE INGRESO POR | GASTOS POR
TRATAMIENTO TOLVA ANTIBIOTICOS | LARVAMILLAR | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
(PESOS) (PESOS) (PESOS) (PESOS)
TEST. 215,520 0 ) 8,405.30 8,405.30
CLOR. 418,980 0.702 ES) 16,340.00 16,339.30
ERIT. 411,780 1.063 » 16,069.40 16,057.95
FURA. 364,360 0936 | ) 13.820.00 1381910 __|

Tabla 20. Ventajas y desventajas que aporta el uso de cloranfenicol, eritromicina

yfurazolidona en el cultivo larval de A. ventricosus.

INGRESO PROMEDIO

COSTO POR Kg

EFECTOS A LA SALUD

ACCESIBILIDAD EN EL

TRATAMIENTO POR VENTAS (PESOS) MERCADO
(PESOS)
CLOR. 16,339.30 702 TOXICO DIFICIL
__.ERIT 16,057.35 1052, NO-TOXICO FACIL
" FURA. 13,819.10 us6 TOXICO DIFICIL

Tomando en cuenta la supervivencia larvaria, disponibilidad en el mercado y
costo del producto, podemos recomendar el uso de la eritromicina como el mejor
tratamiento preventivo de los 3 utilizados para el cultivo larval de A. ventricosus a
5.0mg/l.

1.3. ANTIBIOTICOS-BACTERIAS

Comparando los resultados de supervivencia larvaria de la figura 15, utilizando 6
mg/l de eritromicina y cloranfenicol con los valores obtenidos del crecimiento
bacteriano en los medios Agar Marino y TCBS (Fig. 16a y 17a), se observa una
relacion entre los valores mas altos de crecimiento bacteriano presente en el
testigo a las 96 (300 UFC/ml) y 144 horas de cultivo (450 UFC/ml), con la caida
de supervivencia larvaria del mismo. En las figuras 11 a la 13, se presenté el
mismo efecto con la supervivencia del testigo de las 96 a las 144 horas de cultivo.
Nicolas (1996), menciond que estos descensos de supervivencia en las primeras
sapas larvarias se debe a que los organismos son mas susceptibles a los
cambios en las variables ambientales y al ataque de enfermedades.
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Al comparar los maximos valores de crecimiento bacteriano usando 6.0 mg/l de
eritromicina y cloranfenicol en los medios Agar Marino (< 200 UFC/ml) y TCBS
(<5 UFC/ml), tenemos valores menores a los alcanzados en el testigo (450
UFC/ml y 562 UFC/ml respectivamente). Estas diferencias (entre testigo y los
tratamientos), se reflejaron en la obtencion de supervivencias significativas de los
fratamientos (p=0.05) respecto al testigo utilizando dichos antibiéticos. Esto nos
indica que densidades bacterianas mayores de 300 UFC/ml en Agar Marino y >
5 UFC/ml en TCBS nos genera enfermedades en el cultivo larval de A.

ventricosus con el consiguiente descenso de supervivencia de esta especie.

Por otro lado, vemos en las figuras 17a y 17b que los antibidticos eritromicina y
cloranfenicol a 6.0 mg/l, inhibieron el crecimiento bacteriano en los medio TCBS.
La inhibicion de las bacterias del género Vibrio en el medio selectivo TCBS pudo
ser determinante para mejorar la supervivencia larvaria (p=0.05) con los
antibidticos debido a que estas bacterias son las causantes de la mayoria de las

enfermedades en los moluscos bivalvos (Lodeiros, 1988 y Fitt et al., 1992).

Los valores obtenidos con el conteo directo de bacterias utilizando el microscopio
de epifluorescencia (Fig. 18), muestran que las bacterias crecieron en igual o
mayor proporcion (como es el caso de los dias 3 y 5 de cultivo) utilizando 6.0 mg/l
de eritromicina y cloranfenicol, lo cual nos dice que estos antibidticos no
inhibieron el crecimiento de todas las bacterias, sino sélo aquellas que causan
enfermedades a las larvas como el caso de las pertenecientes al género Vibrio
(Nicolas, 1996 y Andnimo, 1996), lo cudl justifica las supervivencias obtenidas con
Mmediante el uso de antibidticos. La inhibicion del crecimiento de este género de
bacterias Provoca “espacios” vacantes en los tanques de cultivo que son
#provechados por bacterias oportunistas para reproducirse (Nicolas,1996), las
Cugles al ng verse afectada su tasa de crecimiento por los antibiéticos, generd un
Crecimiento bacteriano mayor en los tanques con tratamientos que en el testigo

Para los diag antes mencionados de Ia figura 18.




Al comparar los maximos valores de crecimiento bacteriano usando 6.0 mg/l de
eritromicina y cloranfenicol en los medios Agar Marino (< 200 UFC/ml) y TCBS
(<5 UFC/mi), tenemos valores menores a los alcanzados en el testigo (450
UFC/ml y 52 UFC/mi respectivamente). Estas diferencias (entre testigo y los
ratamientos), se reflejaron en la obtencidn de supervivencias significativas de los
fratamientos (p=0.05) respecto al testigo utilizando dichos antibiéticos. Esto nos
indica que densidades bacterianas mayores de 300 UFC/ml en Agar Marino y >
50 UFC/ml en TCBS nos genera enfermedades en el cultivo larval de A.

ventricosus con el consiguiente descenso de supervivencia de esta especie.

Por otro lado, vemos en las figuras 17a y 17b que los antibidticos eritromicina y
cloranfenicol a 6.0 mg/l, inhibieron el crecimiento bacteriano en los medio TCBS.
La inhibicion de las bacterias del género Vibrio en el medio selectivo TCBS pudo
ser determinante para mejorar la supervivencia larvaria (p=0.05) con los
antibidticos debido a que estas bacterias son las causantes de la mayoria de las

enfermedades en los moluscos bivalvos (Lodeiros, 1988 y Fitt et al., 1992).

Los valores obtenidos con el conteo directo de bacterias utilizando el MICroscopio
de epifluorescencia (Fig. 18), muestran que las bacterias crecieron en igual o
mayor proporcion (como es el caso de los dias 3 y 5 de cultivo) utilizando 6.0 mg/|
de eritromicina y cloranfenicol, lo cual nos dice que estos antibidticos no
inhibieron el crecimiento de todas las bacterias, sino so6lo aquellas que causan
enfermedades a las larvas como el caso de las pertenecientes al género Vibrio
(Nicolas, 1996 y Andnimo, 1996), lo cudl justifica las supervivencias obtenidas con
Mediante el uso de antibidticos. La inhibicion del crecimiento de este género de
bacterias provoca “espacios” vacantes en los tanques de cultivo que son
dprovechados por bacterias oportunistas para reproducirse (Nicolas,1996), las
cudles al no verse afectada su tasa de crecimiento por los antibiéticos, generé un
Grecimiento bacteriano mayor en los tanques con tratamientos que en el testigo

Para los dias antes mencionados de la figura 18.




Al comparar los maximos valores de crecimiento bacteriano usando 6.0 mg/l de
gritromicina y cloranfenicol en los medios Agar Marino (< 200 UFC/ml) y TCBS
(<5 UFC/ml), tenemos valores menores a los alcanzados en el testigo (450
UFC/ml y 52 UFC/mi respectivamente). Estas diferencias (entre testigo y los
tratamientos), se reflejaron en la obtencion de supervivencias significativas de los
tratamientos (p=0.05) respecto al testigo utilizando dichos antibiéticos. Esto nos
indica que densidades bacterianas mayores de 300 UFC/ml en Agar Marino y >
5 UFC/ml en TCBS nos genera enfermedades en el cultivo larval de A.

ventricosus con el consiguiente descenso de supervivencia de esta especie.

Por otro lado, vemos en las figuras 17a y 17b que los antibidticos eritromicina y
cloranfenicol a 6.0 mg/l, inhibieron el crecimiento bacteriano en los medio TCBS.
La inhibicion de las bacterias del género Vibrio en el medio selectivo TCBS pudo
ser determinante para mejorar la supervivencia larvaria (p=0.05) con los
antibidticos debido a que estas bacterias son las causantes de la mayoria de las

enfermedades en los moluscos bivalvos (Lodeiros, 1988 y Fitt et al., 1992).

Los valores obtenidos con el conteo directo de bacterias utilizando el microscopio
de epifluorescencia (Fig. 18), muestran que las bacterias crecieron en igual o
mayor proporcidn (como es el caso de los dias 3 y 5 de cultivo) utilizando 6.0 mg/I
de eritromicina y cloranfenicol, lo cual nos dice que estos antibidticos no
inhibieron el crecimiento de todas las bacterias, sino sélo aquellas que causan
enfermedades a las larvas como el caso de las pertenecientes al género Vibrio
(Nicolas, 1996 y Andnimo, 1996), lo cudl justifica las supervivencias obtenidas con
Mediante el uso de antibiodticos. La inhibicion del crecimiento de este género de
bacterias Provoca “espacios” vacantes en los tanques de cultivo que son
Provechados por bacterias oportunistas para reproducirse (Nicolas,1996), las
cudles al no verge afectada su tasa de crecimiento por los antibidticos, generd un
Grecimiento bacteriano mayor en los tanques con tratamientos que en el testigo

Para los diag antes mencionados de Ia figura 18.




E| método del conteo directo de bacterias se realiz6 con la finalidad de comparar
los resultados del conteo en placa en medio Agar Marino del cual se sabia de
antemano que sus valores resultantes serian inferiores a los obtenidos en el
conteo directo (Nicolas, 1996). Las diferencias en los valores de crecimiento
mostrados en las figuras 16a y 18, se deben a que no todas las bacterias
presentes en los tanques de cultivo son capaces de crecer en este medio de
cultivo debido a que no se satisface la totalidad de los requerimientos
nutricionales para el crecimiento de todas las bacterias, las cuales mueren o no

se desarrollan a las 48 horas de cultivo.

Ambos métodos tienen sus ventajas, dependiendo de las necesidades del
investigador. EI método de conteo directo, nos ofrece resultados relativamente
répidos (de 30 a 30 min), del numero de bacterias por ml que interactian con los
organismos de cultivo. Esto nos daria un margen de tiempo pertinente para
evaluar la condicion de cada tanque de cultivo y tener la posibilidad de tomar las
medidas adecuadas y a tiempo (ej. : agregar tratamientos a los tanques) en caso
de presentarse algun problema de infeccion larvaria. Por otro lado, los métodos
de cultivo en placa, nos dan la ventaja de poder aislar e identificar los géneros

bacterianos de interés para el investigador.

En resumen, el método del conteo directo utilizando el microscopio de
epifluorescencia nos ofrece un acercamiento mayor a la realidad en cuanto a
numero de bacterias por ml que se encuentran interactuando en los tanques de

Cultivo, en un lapso de tiempo corto comparado con los métodos de cultivo en
placa,

Con este trabajo queda claro que es importante reducir el numero de bacterias en
' : . o ,
0 tanques de cultivo, sobre todo aquellas del género Vibrio, las cudles causan

e . .
nfermedades en larvas de moluscos bivalvos como lo demuestran los trabajos de




E| método del conteo directo de bacterias se realizé con la finalidad de comparar
log resultados del conteo en placa en medio Agar Marino del cual se sabia de
antemano que sus valores resultantes serian inferiores a los obtenidos en el
conteo directo (Nicolas, 1996). Las diferencias en los valores de crecimiento
mostrados en las figuras 16a y 18, se deben a que no todas las bacterias
presentes en los tanques de cultivo son capaces de crecer en este medio de
culivo debido a que no se satisface la totalidad de los requerimientos
nutricionales para el crecimiento de todas ias bacterias, las cuales mueren o né

se desarrollan a las 48 horas de cultivo.

Ambos métodos tienen sus ventajas, dependiendo de las necesidades del
investigador. EI método de conteo directo, nos ofrece resultados relativamente
rapidos (de 30 a 30 min), del numero de bacterias por m! que interactian con los
organismos de cultivo. Esto nos daria un margen de tiempo pertinente para
evaluar la condicién de cada tanque de cultivo y tener la posibilidad de tomar las
medidas adecuadas y a tiempo (ej. : agregar tratamientos a los tanques) en caso
de presentarse algiin problema de infeccion larvaria. Por otro lado, los métodos
de cultivo en placa, nos dan la ventaja de poder aislar e identificar los géneros

bacterianos de interés para el investigador.

En resumen, el método del conteo directo utilizando el microscopio de
®pifluorescencia nos ofrece un acercamiento mayor a la realidad en cuanto a
Umero de bacterias por ml que se encuentran interactuando en los tanques de

Cultivo, en un lapso de tiempo corto comparado con los métodos de cultivo en
placa,

Con este trabajo queda claro que es importante reducir el numero de bacterias en
I H ’ - . ”
0§ t‘clr}ques de cultivo, sobre todo aquellas del género Vibrio, las cudles causan

e . .
Nfermedades en larvas de moluscos bivalvos como lo demuestran los trabajos de




Lodeifos et al, 1992 en Saiz-Hernandez, 1994 y Nicolas, 1996, pero es
importante aclarar que las bacterias también son benéficas para los organismos
de cultivo por el aporte de nutrientes y eliminando metabolitos toxicos producidos
por las microalgas y por las propias larvas (Amoroux, 1986 y Douillet y
Langdon,1993). Por tal motivo, los cultivos axénicos no resolverian los problemas
de mortalidad larvaria, sino que seria mejor mantener el equilibrio simbidtico entre

bacterias y larvas.

En relacion al registro de los parametros fisico-quimicos, se hicieron con la
finalidad de comparar las variaciones entre el agua proveniente del mar y la de
los tanques de cultivo. De estos datos observamos que no existieron variaciones

importantes (< 1° C) entre los dos ambientes comparados. (Tabla 18).

La variable que mostrd afectar el desarrollo de los organismos fué la temperatura.
A mayor temperatura, las larvas alcanzaron en menor tiempo la metamorfosis
(Tablas 12 a 14 y 18). Esto muestra que la temperatura es un factor importante en
8l desarrollo larval como lo describe Beiras et al. (1994), en un estudio con larvas
de Ruditapes decussatus, encontraron que la temperatura influye en la tasa de
Crecimiento y de alimentacion obteniendo mejor crecimiento y alimentacién a 28
°C y una fuerte inhibicion en Ia tasa de alimentacion a los 10 °C. Incrementando

temperatura, se obtuvo una eficiencia en el crecimiento entre el 33 y el 78%.
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8. CONCLUSIONES

1. La tasa de crecimiento de /. galbana no es afectada significativamente
(p=0.05) con eritromicina y cloranfenicol de 0.5 a 12.0 mg/|

7. Lla tasa de crecimiento de Chaefoceros gracilis no es afectada

significativamente con eritromicina y cloranfenicol de 0.5 a 6.0 mg/i

3- La furazolidona no es recomendable para adicionarse directamente a los
tanques de cultivo larval de moluscos bivalvos por tratarse de un antibidtico que

afecta severamente al crecimiento microalgal utilizando dosis desde de 0.5 mg/!.

4- Los antibiéticos que mejoraron significativamente (p=0.05) la condicion y
supervivencia larvaria de A. ventricosus fueron el cloranfenicol y la eritromicina
por lo que se recomienda utilizarlos en los tanques de cultivo como tratamiento
preventivo. Este mejoramiento en supervivencia larval se asocio principalmente a
la inhibicion del crecimiento de bacterias del género Vibrio causantes de

enfermedades en la larvas de cultivo.

5- 8e seleccionaron a la eritromicina y al cloranfenicol a una concentracion de
6.0 mg/l como los mejores tratamientos después de los resultados obtenidos de
Supervivencia larvaria y el analisis del Indice de Condicién General observado

(L.C.G.) mediante cuatro cultivos larvales utilizando 4 concentraciones diferentes
(05,1.0,3.0 y 6.0 mg/)).

6.-El cloranfenicol y la eritromicina inhibieron el crecimiento de algunos géneros
de bacterias heterdtrofas y saprofitas de los tanques de crianza larvaria de A.
ventri o0 .

enfricosus utilizando concentraciones de 6.0 mgl/l.

Mediante e uso del microscopio de epifluorescencia se encontré que la
eritromic; , . o -
tromicina ¥ el cloranfenicol utilizados a 6.0 mg/l no inhiben el crecimiento de

toda - , , ,
S las bacteriag que interactuan con las larvas en los tanques de cultivo.




8.l uso de antiboticos en los tanques de cultivo larvario de Argopecten
ventricosus mejora significativamente (p=0.05) la supervivencia hasta la aparicion

de lamancha ocular (estadio previo a la fijacion).

9-A pesar de no encontrar diferencias significativas (p=0.05) en supervivencia
larvaria ni en el |.C.G. observado utilizando eritromicina y cloranfenicol a 6.0 mg/l,
se recomienda utilizar la eritromicina a 6.0 mg/l tomando en cuenta gue no causa
dafio a la salud humana por contacto directo, no es téxico para los organismos de
cultivo y por su buena disponibilidad en el mercado, podemos recomendar el uso
de la eritromicina como el mejor tratamiento preventivo de los 3 utilizados para el

cultivo larval de A. ventricosus.




9. RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

Es importante reducir la flora bacteriana en los cultivos microalgales debido a que
en ocasiones dicha flora provoca pobre crecimiento o pérdidas de los cultivos. Por
tal motivo es recomendable utilizar antibidticos (Le Borgne, 1986 y Costas et al
1988), ademas de un monitoreo bacteriano en los cultivos para verificar la
eficiencia de estos antibidticos en la ihibicion del crecimiento de las poblaciones
bacterianas. La utilizacion de algunos antibidticos para depurar cepas

microalgales contaminadas puede ser una rapida alternativa de solucién a la

pérdida de cultivos semicontinuos por contener aitas cargas bacterianas, o bien,
se pueden administrar los antibidticos directamente a los cultivos para inhibir el

cracimiento bacteriano.

La utilizacion de antibiéticos en los tanques de cultivo es una herramienta util
para mejorar la supervivencia larvaria de A. ventricosus y de otras especies de
moluscos. El uso de éstos no garantiza resultados favorables, es decir, se
fequiere un buen manejo de los organismos durante la etapa de cultivo, lo cudl
ivolucra una serie de cuidados como mantener |os organismos con la cantidad y
calidad suficiente de alimento, tapar con plastico transparente los tanques para
evitar que se introduzca polvo, aireacion constante con un burbujeo que no
lastime a las larvas, recambios de agua cuidadosos y eficientes. Si después de un
manejo larvario adecuado, se tienen problemas de cultivo, es recomendable hacer

uso de log antibidticos como tratamiento curativo (cuando se detecta el problema
durante e| cultivo)

0 como tratamiento preventivo (aplicandose desde el inicio del
Cultivo)

» C0Mo se planteo en este trabajo.

Es importante realizar estudios con otros antibiéticos de prueba para mejorar la
fUPGNivencia larvaria de A. ventricosus y de otras especies de moluscos de
Mportancia Comercial como Lyropecten subnodosus (garra de ledn) y Atrina
Maura (callo de hacha), principalmente. E! &cido oxolinico, por ejemplo es un

antibigt . L .
'C0 que no es nocivo a la salud, no afecta al crecimiento microalgal de /.

R




galbana y Ch. gracilis a concentraciones de hasta 10 mg/l e inhibe el crecimiento
bacteriano del género Vibrio spp. en los cultivos microalgales, asi como la
oxitetraciclina que actualmente tiene una amplia aceptacion en el cultivo de

crustéceos, son otra alternativa de estudio para trabajos futuros.

El uso de antibidticos no siempre resulta efectivo para obtener buenas
supervivencias larvarias (D' Agostino, 1972), puesto que el uso indiscriminado de
éstos puede generar resistencia bacterianas o ser téxicos a determinadas
concentraciones para los organismos de cultivo. Fitt et al., 1992, recomendd
utilizar mezclas de dos o mas antibidticos con el fin de compensar la falta de
selectividad bacteriana entre ellos y asi poder controlar un mayor numero de

géneros patogenos, puesto que un solo antibiético no inhibe la totalidad de

bacterias patogenas (D' Agostino, 1972). Ademas, es importante realizar
limpiezas sanitarias periodicas y secado de tanques por lo menos 7 dias después
de finalizar cada cultivo larvario para evitar resistencia bacteriana por uso

ininterrumpido de los tanques de cultivo.

Se ha comprobado en diversos estudios la importancia de las bacterias en los
alivos larvarios de moluscos bivalvos (Moal et al., 1996,) como aporte de
aimento directo (por ingestién) e indirecto (liberacion de vitaminas), por lo que
seria importante realizar un estudio con larvas de A. ventricosus, en el cual se
determine | carga bacteriana maxima tolerable, es decir, encontrar !a
toncentracion a partir de la cual las larvas del cultivo empiezan a enfermar (Saiz-
Heméndez, 1994), e identificar los generos principales de bacterias en estos
Cltivos para realizar un estudio comparativo posterior utilizando antibi6ticos
(utilizando antibiogramas para seleccionar los antibidticos mas eficientes), para

Inhibir g| Crecimiento de los géneros bacterianos implicados en enfermadades
larvales de |4 especie de estudio.

La utilzacion g Probidticos, aislando bacterias a partir de los tanques de cultivo

&5 of i - . Qg :
alternativa para sustituir el manejo de antibidticos y evitar que el uso

e | R ——
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indiscriminado de éstos generen resistencia bacteriana en los tanques de cultivo
(Gamiques Y Arevalo, 1995 y Ruiz et al., 1996).
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