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Glosario

Absorbancia (A): (Densidad no Optica, absorbancia o extincion). Logaritmo base
10 del reciproco de la transmitancia A= Logio (1/T).

Alimento vivo: Alimento conformado por organismos vivos. Ej: microalgas,
Artemia y copépodos.

Biomasa: Masa de materia viva que se encuentra en un medio.

Cepa: Poblacién de células descendientes todas de una célula.

Colonia: Poblacion de células que crecen sobre un medio sélido, provenientes de
una ceélula.

Crianza: Término que se aplica al cultivo de las fases del periodo juvenil, aunque
puede emplearse de forma genérica para el cultivo de cualquier periodo del
ciclo de vida de los organismos.

Cultivo: Cepa o clase particular de un organismo que crece en un medio de
laboratorio.

Cultivo axénico: Puro, no contaminado; un cultivo axénico es un cultivo puro.

Deshidratar: Quitar a un cuerpo el agua que contiene.

Dilucion: Proceso de preparacion de una solucion menos concentrada a partir de
una mas concentrada por adicion de disolvente.

Especie: Coleccion de cepas estrechamente relacionadas.

Espectro: Distribucion de varias longitudes de onda de la energia radiante emitida
0 absorbida por un objeto.

Esterilizar: Destruir los microbios que hay o puede haber en un medio.

Vi



Incubacién: Mantenimiento de cultivos de microorganismos en condiciones
favorables de temperatura para su desarrollo.

Inhibicién: Reduccién del crecimiento microbiano a causa de una disminucion del
namero de organismos presentes, o0 alteraciones en el entorno microbiano.

In6culo: Material usado para iniciar un cultivo microbiano.

Patdégeno: Organismo capaz de causar dafio a un hospedador al cual infecta.

Siembra: Proceso de introduccién de los organismos en un sistema de cultivo,
para ser criados durante un periodo de tiempo.

Unidades formadoras de colonias (UFC): Unidad celular viable capaz de
dividirse y formar una colonia.

Viable: Vivo; que es capaz de reproducirse.
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Abreviaturas

pm: Micrometro

h: Horas

mL: Mililitros

L: Litros

©C: Grado centigrado

g: Gramo

+: Mas 0 menos

i.e: Esto es

pH: Potencial de hidrégeno

%b: Porcentaje

NaCl: Cloruro de sodio

OD: Densidad optica

nm: Nanometro

pL: Microlitros

g/L: Gramos por litro

UPS: Unidades practicas de salinidad
ANOVA: Andlisis de varianza de una via
P: Probabilidad

UFC: Unidades formadoras de colonias
ca: Aproximadamente

rpm: Revoluciones por minuto

Ib/pulg?2: Libra por pulgada al cuadrado
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cm: Centimetro
d.e.: Desviacién estandar
S.c.: Sacharomyces cerevisiae

W: Watts



Resumen
La presente investigacion de tesis se enfoc6 al estudio del efecto de las cepas bacterianas

Microbacterium sp. (8L) y Exiguobacterium sp. (8N) en la supervivencia y desarrollo larval de dos
crustaceos de importancia econdmica en cultivos xénicos utilizando diversos alimentos inertes y
microalgas. Se realizaron seis experimentos, cinco con Artemia franciscana y uno con Litopenaeus
vannamei. Se realizaron también pruebas con medios de cultivo alternativos para el crecimiento de
las cepas 8L y 8N a diferentes temperaturas. En los tres primeros experimentos se evaluo el efecto
de las cepas 8L y 8N previamente deshidratadas (BD). Los alimentos inertes probados fueron:
Experimento I-BD levadura de pan, Experimento 1I-BD con harina de maiz y Experimento IlI-BD
con levadura de pan y Spirulina. La duracién de los experimentos fue de 4, 6 y 12 dias,
respectivamente. En los tres experimentos restantes, se evalud el efecto de las cepas 8L y 8N no
deshidratadas (BND) en A. franciscana y L. vannamei con microalgas (Isochrysis sp. y
Chaetoceros sp.). El recipiente experimental consistié de un bote de plastico de 3 L con 500 mL de
agua marina filtrada. Los cultivos se mantuvieron a 27 °C, 35 ups, pH 8, con aireacion e iluminacion
continua. En los experimentos con A. franciscana se utilizaron 100 nauplios por recipiente con
cuatro repeticiones por tratamiento. Con L. vannamei se utilizaron 50 larvas Protozoea | por
recipiente con siete repeticiones por tratamiento. El crecimiento de las cepas 8L y 8N se prob6 en
medios de cultivos liquidos y sélidos preparados a base de levadura de pan, residuo de sardina
(agua de cola) y medios comerciales; el crecimiento fue evaluado a 25, 27,30 y 32.5 °C en los
medios liquidos y a 25, 30, 35, 38.5 y 42 °C en los medios soélidos. En los Experimentos I-BD, 11-BD
y HI-BD, la supervivencia de Artemia en los tratamientos con las cepas 8L y 8N fue
significativamente mayor (> 80 %) que sin ellas (prueba de Tukey, P < 0.05); en estos
experimentos, el desarrollo larval no presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
excepto en el tratamiento harina de maiz sin bacterias, el cual fue significativamente menor
(prueba de Kruskal-Wallis, P < 0.01). En los Experimentos I-BND vy 1I-BND, la supervivencia de
Artemia no presentd diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos; en estos
experimentos, el desarrollo larval no presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
excepto en el tratamiento ‘harina de maiz sin bacterias’, el cual fue significativamente menor (P <
0.01). La supervivencia y desarrollo larval en el experimento con de L. vannamei no presentaron
diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos. La cepa 8L crecié en medios sélidos de
agar con levadura y agar marino preparado. La cepa 8N crecio en agar marino preparado. Las dos
cepas no crecieron en agar con residuos de sardina. Las mejores temperaturas de crecimiento

fueron 35 °C para la cepa 8L y 38.5 °C para la cepa 8N.



Abstract
This thesis studies the effect of certain bacterial strains Microbacterium sp. (8L) and

Exiguobacterium sp. (8N) on survival and larval development of two commercially
important crustaceans in xenic cultures when inert feed and microalgae are used. Six
experiments were carried out, five with Artemia franciscana and one with Litopenaeus
vannamei. Alternative culture media for growing 8L and 8N at different temperatures were
also evaluated. In the three first experiments, the effect of 8L and 8N that previously
dehydrated (BD), were evaluated when applied to A. franciscana. The tested inert feeds
were: Experiment |-BD with baker's yeast, Experiment II-BD with corn flour, and
Experiment 1lI-BD with baker's and Spirulina. The duration of the experiments was 4, 6,
and 12 days. In the remaining three experiments, the effect of non-dehydrated (BND) 8L
and 8N on A. franciscana and L. vannamei was evaluated. The tested feeds were:
Experiment I-BND with A. franciscana and baker’s yeast and corn flour, Experiment [I-BND
with A. franciscana and microalgae (Isochrysis sp. and Chaetoceros sp.), and Experiment
[I-BND with L. vannamei and microalgae (Isochrysis sp. and Chaetoceros sp.). The
experimental container consisted of a 3-L plastic bottle with 500 mL of filtered seawater.
The experimental cultures were maintained at 27°C, 35 psu, pH 8, and constant aeration
and illumination. In the experiments with A. franciscana, 100 nauplii per container (with
four replicates per treatment) were used. For L. vannamei, 50 protozoea-1 larvae per
container (with seven replicates per treatment) were used. Growth of 8L and 8N was
tested on liquid and solid culture media, which were prepared on a base of baker’s yeast,
sardine residues, and commercial media. Growth was tested at 25, 27, 30, and 32.5°C in
the liquid media, and at 25, 30, 35, 38.5, and 42°C in the solid media. In Experiments I-BD,
[I-BD, and IlI-BD, survival of Artemia in treatments with 8L and 8N was significantly higher
(> 80%) than without them (Tukey's test, P < 0.05). In these experiments, larval
development did not show significant differences between treatments, except in the
treatment ‘corn flour without bacteria,” which was significantly lower (Kruskal-Wallis test, P
< 0.01). In Experiments I-BND and 1I-BND, survival of Artemia showed no significant
differences (P > 0.05) between treatments except in the treatment ‘corn flour without
bacteria,” which was significantly lower (P < 0.01). Larval development and survival in the
experiment with L. vannamei showed no significant differences (P > 0.05) between
treatments. The 8L strain grew in solid media of agar with yeast and prepared marine
agar. The 8N strain grew in prepared marine agar. Neither strain grew in agar with sardine

residues. Optimal temperature for growth was 35°C for 8L and 38.5°C for 8N.



1. Introduccion

Artemia es un crustaceo branquidpodo adaptado a vivir en aguas hipersalinas
(Tackaert y Sorgeloos, 1993; Van Stappen y Sorgeloos, 1993; Bossier et al.,
2004). Este organismo tiene la capacidad de producir quistes, que en realidad son
embriones en un estado de inactividad llamado diapausa (Lavens y Sorgeloos,
1987). La diapausa puede ser interrumpida con una incubacién adecuada y
obtener nauplios vivos (Abatzopoulos et al., 1994; Bossier et al., 2004). Desde
hace varias décadas, los quistes de Artemia son comercializados en todo el
mundo (Bossier et al., 2004), cuyo valor comercial depende de muchos factores
como la calidad nutricional, condiciones de procesamiento y cosecha, asi como el

tamano de los quistes (Bossier et al., 2004).

Entre las ventajas que ofrece Artemia para la acuicultura son su
disponibilidad en cualquier tiempo, ya que se pueden obtener nauplios en un lapso
de 24 horas, su facil cultivo, alta resistencia al manejo, y amplia tolerancia a
diferentes condiciones de salinidad y temperatura (Sorgeloos, 1986). Actualmente,
Artemia es utilizada como alimento de larvas de crustaceos y peces de
importancia econdmica y su uso se ha incrementado ampliamente (Kinne y
Rosenthal, 1977; Ramamoorthi y Thangaraj, 1980; Léger et al., 1986; Sorgeloos et
al., 1986; Van Stappen y Sorgeloos, 1993; Sorgeloos et al., 1998; Olsen et al.,
2000; Patra y Mohamed, 2003; Ritar et al., 2004; Bossier et al., 2004). En los
ultimos afios también se utiliza como vector de diversos compuestos nutricionales
en un proceso conocido como bioencapsulacion (Mohney et al., 1990; Dixon et al.,

1995;: Gémez-Gil et al., 1998; Markridis et al., 2001; Gémez-Gil et al., 2001; Patra



y Mohamed, 2003). El uso de Artemia no solo es en forma de nauplios, ya que los
estadios de juvenil y adulto son Utiles para alimentar organismos de mayor tamafio
y reproductores (Vershuere et al., 1999), por lo que su cultivo es un proceso que
requiere de dietas que contribuyan en el mejoramiento de su supervivencia y

desarrollo.

Artemia es un organismo filtrador no selectivo que ingiere microorganismos
y particulas en suspension de menos de 50 um de tamafo (Leger et al., 1986;
Gelabert y De la Cruz, 1990; Lavens y Sorgeloos, 1981; Castro et al., 1995;
Marques et al., 2004). En su cultivo se han utilizado diversos tipos de alimento,
tanto vivos como inertes, entre ellos microalgas, levaduras de pan, higado
homogenizado, una amplia variedad de harinas (arroz, maiz, trigo, soya, etc.)
(Dobbeleir et al., 1980; Sorgeloos et al., 1986; Rosowski, 1989; Lavens y
Sorgeloos, 1981; Tizol, 1994; Castro et al., 1995), y alimentos en polvo como
Cerophyl, Lactoserum (Doulliet, 1987), y Nestum (Naegel, 1999). Generalmente
estas dietas tienen un costo estable, constante disponibilidad y son faciles de usar;
sin embargo, la aplicacién de dichas dietas ha mostrado una mayor variabilidad en
los resultados con respecto a las dietas vivas (Wouters et al.,, 2002). Como
consecuencia de lo anterior, en los criaderos comerciales de camarén una dieta
artificial constituye solo alrededor del 16 % del régimen alimenticio (Wouters et al.,

2000).

El uso de probioticos es una de las alternativas para la solucién de este
problema, ya que las bacterias en el cultivo de crustaceos pueden actuar como

fuente de alimento para las larvas (Irianto y Austin, 2002), ademas de ser



sefialados por contribuir directa o indirectamente con ciertos elementos nutricios,
asi como ser fuente de vitaminas, aminoacidos, acidos grasos, poliaminas y
enzimas, mejorando la actividad digestiva de las especies en cultivo (Austin, 1988;
Fuller, 1989; Gatesoupe, 1999). Actualmente existen estudios relacionados con el
efecto de los probidticos en organismos que son cultivados en acuicultura y que
dan énfasis a una reduccion de mortalidad y un aumento en la supervivencia
(Moriarty, 1998; Skjermo y Vadstein, 1999; Irianto y Austin, 2002) donde Artemia
es considerada como un excelente modelo para estudiar el modo de accion de
dichos probiodticos (Marques et al., 2004). En estudios recientes con Artemia,
Orozco-Medina et al. (2002) demostraron que después de seis dias de cultivo, en
condiciones axénicas, monoaxenicas y dixénicas, la presencia de levadura inerte y
las bacterias Microbacterium sp. (8L) y Exiguobacterium sp. (8N) resultaron en una
alta supervivencia para Artemia (77.5 al 95 %), por lo que, estos autores
propusieron a dichas bacterias como candidatas probioticas para su uso en
acuicultura. En la presente investigacion de tesis el objetivo principal fue el estudio
del efecto de estas bacterias en la supervivencia y desarrollo de Artemia, asi como
de otro crustdceo de importancia economica, el camarén blanco Litopenaeus

vannamei.

Litopenaeus vannamei se ha convertido en el crustaceo de cultivo mas
importante (Vandenberghe et al., 1999; Brito et al., 2001; Brito et al., 2004; Cuzon
et al., 2004), ya que presenta rapido crecimiento, tolera amplios rangos de
temperatura y salinidad y se reproduce todo el aflo en condiciones adecuadas

(Ramos-Diaz et al., 2001). El crecimiento y la supervivencia del camarén blanco



en cultivo presentan valores variables y se atribuye a la calidad de la postlarva
utilizada (Castille et al., 1993). Algunos de los factores mas criticos que afectan el
desarrollo larval son la cantidad y calidad del alimento (Nuiiez et al., 2002).
Tradicionalmente, las microalgas vivas son utilizadas como alimento para las
primeras etapas de vida de los camarones peneidos (Biedenbach et al., 1990).
Otros organismos que se han utilizado como alimento para el camaron son ciertos
moluscos (calamar, almeja y mejillon), crustaceos (biomasa de Artemia) y
poliguetos marinos; las desventajas de algunos de estos alimentos incluyen altos
costos, fluctuacion en la disponibilidad y problemas de almacenamiento

(congelamiento) (Moss et al., 1992; Wouters et al., 2002).



2. Antecedentes

El suministro de alimento vivo para el cultivo de organismos comercialmente
importantes tales como el camardn blanco, requiere de grandes cantidades de
microalgas (Coutteau et al., 1990; Sangha et al., 2000), lo cual conlleva un intenso
trabajo, técnicamente complejo y costoso (Biedenbach et al., 1990; Coutteau et al.,
1990; Sangha et al., 2000; Marqgues et al., 2004). Por otro lado, en los sistemas de
produccién acuicola se ha observado un incremento en la demanda de Artemia
como fuente de alimento vivo (Tackaert y Sorgeloos, 1993; Sorgeloos et al., 1998;
Sangha et al.,, 2000). Sin embargo, la produccion a gran escala de Artemia
requiere también del uso de microalgas, implicando altos costos de produccién.
Entre las microalgas que se han utilizado como alimento para Artemia se
encuentran Chlorella (Rosowski, 1989), Isochrysis (Evjemo et al., 1999; Olsen et
al., 2000), Euglena y Dunaliella (Vismara et al., 2003). Por su parte, las levaduras
han sido consideradas como probioticas (Scholz et al., 1999; Patra y Mohamed,
2003; Burgents et al., 2004; Marques et al., 2004) y como un sustituto parcial o
total de las microalgas, tanto en forma viva o inerte, dado su pequefio tamafio,
adecuada flotabilidad y bajo costo (Coutteau et al., 1990; Coutteau et al., 1992).
Sin embargo, uno de los problemas mas importantes en el uso de alimentos
inertes para cultivo de Artemia, es la alta variabilidad en su supervivencia larval
(Sorgeloos et al., 1986; Coutteau et al., 1990; Lavens y Sorgeloos, 1981). Por otro
lado, la participacién de la comunidad microbiana en los sistemas de produccién
de alimentos vivos es aun poco conocida. Algunos estudios relacionados con el
cultivo de organismos que son utilizados como alimento vivo han mostrado que la

microflora asociada a dichos cultivos juega un papel importante en la variabilidad



de su supervivencia (Gatesoupe, 1991; Harzevelli et al., 1998). Por consiguiente,
es de interés conocer la comunidad microbiana que existe dentro de los sistemas
de las especies en cultivo como Artemia y el camaron L. vannamei. El cultivo de
Artemia ha sido objeto de estudios microbiolégicos, los cuales han reportado que
el uso de una cepa seleccionada o la mezcla de varias cepas puede modificar la
comunidad microbiana en el agua, reducir o eliminar microorganismos patdgenos,
asi como, mejorar su supervivencia y/o crecimiento (Verschuere et al., 1999;
Verschuere et al., 2000; Orozco-Medina et al., 2002; Villamil et al., 2003). Por su
parte, el camarén L. vannamei, presenta problemas mas importantes como es la
baja supervivencia larval, la cual se asocia a la produccion de alimentos vivos
principalmente Artemia, ya que este organismo es considerado un vector de
transmision de bacterias y de enfermedades infecciosas (Money et al.,1998;
Verdock et al., 1994; Gullian et al., 2004). La aplicacién de antibiéticos se utiliza
para controlar la carga bacteriana de los alimentos vivos; sin embargo, el uso
indiscriminado de ellos podria propiciar que ciertas bacterias desarrollen
resistencia a dichos compuestos. Por otro lado, el éxito en la modificacién de la
flora microbiana en el agua de cultivo se ha dado a través del uso de probidticos y
ha sido mostrado en el cultivo de crustaceos (Garriques y Arevalo, 1995); en los
altimos afos, su uso en la acuicultura como método de prevencion y combate de
enfermedades, se ha justificado por el efecto de exclusibn competitiva de las
cepas bacterianas (Harzevili et al., 1998; Gatesoupe, 1999; Robertson et al., 2000;
Gullian et al., 2004), y por producir compuestos inhibitorios para las bacterias
patdgenas (Riquelme et al., 1997). Garriques y Arevalo (1995) reportaron que el

uso de Vibrio alginolyticus como agente probiotico ayuda a incrementar la



supervivencia y crecimiento de postlarvas de L. vannamei por exclusion
competitiva reduciendo el desarrollo de bacterias patdgenas, lo cual a su vez
elimina la necesidad de utilizar antibioticos profilacticos en sistemas de cultivo

intensivos de larvas.



3. Hipotesis

Si sabemos que las bacterias Microbacterium sp. (8L) y Exiguobacterium sp. 8N)
tienen efecto benéfico en cultivos monoxénicos y dixénicos de Artemia
franciscana, se espera que dicho efecto pueda mantenerse en condiciones
xénicas, de la misma A. franciscana y de otro crustaceo de importancia econémica
como el camaron blanco Litopenaeus vannamei, asimismo que dicho efecto se

refleje en la supervivencia y desarrollo larval de ambas especies.

4. Objetivo general
Estudiar el efecto de las cepas bacterianas Microbacterium sp. (8L) y
Exiguobacterium sp. (8N) en la supervivencia y desarrollo larval de Artemia

franciscana y Litopenaeus vannamei en cultivos xénicos.

4.1. Objetivos particulares

4.1.1. Estudiar el efecto de las cepas 8L y 8N en la supervivencia y desarrollo

larval de A. franciscana en condiciones xénicas con alimentos inertes.

4.1.2. Estudiar el efecto de las cepas 8L y 8N en la supervivencia y desarrollo

larval de L. vannamei.

4.1.3. Desarrollar un medio de cultivo alternativo para la produccion de biomasa de

las cepas 8L y 8N.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron aisladas de quistes
comerciales de Artemia franciscana e identificadas como Microbacterium sp. (8L) y
Exiguobacterium sp. (8N) por Orozco-Medina et al. (2002). Las cepas bacterianas
se mantuvieron criopreservadas en nitrogeno liquido en el Banco de Germoplasma
del Laboratorio de Ecologia Microbiana Molecular del Centro de Investigaciones

Bioldgicas del Noroeste, S.C.

5.2. Obtencién de biomasa bacteriana deshidratada

En una campana de flujo laminar, las cepas 8L y 8N criopreservadas fueron
cultivadas por separado en tubo inclinado con agar marino 2216 (Zobel, 1941, en
Austin, 1988). De cada cultivo se transfirié un indculo a un matraz de 100 mL con
40 mL de caldo marino (preparado con 37.4 g de agar marino 2216 en 1 L de agua
destilada) previamente esterilizado en autoclave (Market Forget STME-L), y se
incubd a 27° C con agitacion constante por 24 h. Posteriormente, los 40 mL de
caldo marino con bacterias se transfirieron a un matraz de 500 mL con 360 mL de
nuevo caldo marino (previamente esterilizado en autoclave) y se incubd a 27° C
con agitacion constante por 24 h. Los 400 mL de caldo marino con bacterias se
transfirieron a un matraz de 6,000 mL con 3,600 mL de caldo marino (previamente
esterilizado en autoclave) y se incub6 a 27° C con agitacion constante hasta por
un tiempo (ca. ocho dias) a partir del cual ya no se observo crecimiento

bacteriano.
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Para determinar el crecimiento bacteriano se tomaron lecturas de
absorbancia en un espectrofotémetro (Beckman DU 640) a una longitud de onda
de 560 nm, utilizando como blanco el caldo marino esterilizado. Los 4,000 mL de
caldo marino con bacterias se sometieron a centrifugacion a 10,000 rpm, a 4.0° C
por 10 minutos (Beckman J2-HS), donde el sobrenadante fué esterilizado en
autoclave y posteriormente desechado, mientras que los botones celulares se
transfirieron a cajas de petri para su deshidratacion en una estufa de secado a 45°

C por ocho dias.

5.3. Obtencion de biomasa bacteriana de cultivos frescos

Para la obtencién de biomasa bacteriana necesaria para realizar los experimentos
con bacterias no deshidratadas, se realiz6 el siguiente procedimiento: Las cepas
8L y 8N se cultivaron por separado en tubos inclinados con agar marino 2216. De
cada cultivo se transfirieron inoculos a cajas con agar marino y se incubaron a 30°
C. A partir de estos cultivos, se transfirié en forma masiva un indculo de la cepa 8L
a cajas con el mejor medio de cultivo alternativo, consistente en agar con
levadura, preparado con 17 g de agar con 50 g de levadura de pan por litro de
agua marina artificial (35 g/L de sal comercial Instant Ocean) y se incubo a 35° C
(temperatura de mejor crecimiento) por 48 horas. En el caso de la cepa 8N, el
indculo se transfirio a cajas con agar marino preparado consistente de 5.0 g de
peptona de carne, 1.0 g de extracto de levadura, 0.0002 g de sulfato ferrosoy 17 g
de agar en 1.0 L de agua marina filtrada y se incub6 a 38.5° C (temperatura de

mejor crecimiento) por 48 h.
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5.4. Medios alternativos para el crecimiento de las cepas 8L y 8N

Se evaluaron tres medios de cultivo: (1) levadura de pan, (2) residuo acuoso de
procesado de sardina conocido como agua de cola y (3) agar marino preparado.
Se utiliz6 agar marino 2216 como medio de cultivo estdndar. Estos medios se
probaron en forma liquida y sélida. El crecimiento de las cepas 8L y 8N en los
diferentes medios fue probado en cinco diferentes temperaturas: 25, 27, 30, y
32.5° C para los medios liquidos y 25, 30, 35, 38.5 y 42° C para los medios

sélidos.

5.4.1. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo liquidos

Las cepas 8L y 8N fueron sembradas en cajas con agar marino 2216 e incubadas
a 30° C por 48 h. Posteriormente con un hisopo esterilizado en autoclave se
transfirieron muestras a un tubo con 10 mL de NaCl al 2%, hasta obtener una
absorbancia igual a 1.0 en longitud de onda de 560 nm (ODsgg = 1)
(espectrofotometro Merck SQ118). De las suspensiones ajustadas se tomaron
muestras de 100 pL que fueron a su vez transferidas a tubos con 10 mL del medio
de cultivo liquido a probar, e incubadas a las diferentes temperaturas. Este
procedimiento se realizd por duplicado. El crecimiento bacteriano fue determinado
cada 12 h durante 8 dias, tomando lecturas de absorbancia (anexo 7) en el
espectrofotdmetro en una longitud de onda de 560 nm, considerando el respectivo

blanco.

13



5.4.2. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo solidos

Las cepas 8L y 8N fueron sembradas en cajas con agar marino 2216 e incubadas
a 30° C por 48 h. Posteriormente con un hisopo esterilizado en autoclave se
transfirieron muestras a un tubo con 10 mL de NaCl al 2 %, hasta obtener una
absorbancia igual a 1.0 en longitud de onda de 560 nm (ODsgy = 1)
(espectrofotometro Merck SQ118). Posteriormente, se tomaron muestras de 100
puL que fueron sembradas por dispersion masiva en cajas con los diferentes
medios a probar e incubados a las diferentes temperaturas. Este procedimiento se
realizd por triplicado. Después de 48 h de incubacién, la cantidad de biomasa
bacteriana fue estimada realizando lecturas de absorbancia (anexo 8) en el
espectrofotometro; para esto la biomasa fue retirada de la caja con un hisopo
esterilizado y transferida a un matraz Erlen-Meyer esterilizado en autoclave con

150 mL de una soluciéon de NaCl al 2 %.

5.5. Procedimiento experimental
El estudio del efecto de las Microbacterium y Exiguobacterium en el cultivo de

Artemia, se realizo en dos partes denominadas Etapa 1y Etapa 2.

5.5.1. Etapa 1. Serie de experimentos con biomasa bacteriana deshidratada
(BD)

En esta etapa se realizaron tres experimentos con Artemia, con cuatro
tratamientos en los experimentos [-BD y II-BD y tres tratamientos en el
experimento 1lI-BD, y en cada tratamiento cuatro repeticiones (Tabla 1). En

condiciones xénicas, 100 nauplios de Artemia fueron sembrados en cada una de
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las unidades experimentales. En todos los experimentos las unidades
experimentales consistieron de recipientes plasticos de 3 L de capacidad con 500
mL de agua marina filtrada (1.0 pm). Las condiciones de cultivo fueron:
temperatura 27 + 1° C, salinidad 35 ups, y pH 8.0, con aireacion e iluminacion (dos
lamparas fluorescentes de 40 W a 50 cm de altura), las 24 h del dia. La
alimentacion de larvas de cada unidad experimental se realiz6 dos veces al dia
(08:00 y 16:00 h), consistiendo de 1 mL de la solucion experimental
correspondiente. En el caso del experimento [II-BD que tuvo una duracién de 12
dias, a partir del dia 5 de cultivo se agregaron 2 mL de la solucion de alimento
correspondiente en cada alimentacion (i.e. 4 mL por dia) y 100 mL de agua marina
filtrada cada 48 h (i.e. los dias 7, 9 y 11). La preparacion de las soluciones de

alimento se describe a continuacion.

5.5.2. Etapa 2. Serie de experimentos con biomasa bacteriana fresca (BND)

En esta etapa fue necesario desarrollar un método para hacer mas eficiente la
produccion de biomasa bacteriana. Se realizaron dos experimentos con Artemia
(Tabla 1) y uno con L. vannamei (Tabla 2), con cuatro tratamientos en el
experimentos |-BND y dos tratamientos en el experimento [I-BND y en L.
vannamei. En Artemia, las condiciones de cultivo fueron las mismas que en los
experimentos con bacterias deshidratadas. En L. vannamei, las condiciones se

describen en la seccion 5.5.8.
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5.5.3. Soluciones sin bacterias

En la preparacion de las soluciones de los alimentos inertes, levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae), harina de maiz (maseca) y Spirulina comercial (Prot-
Alga, México) sin bacterias, se utilizaron tubos de ensaye de 55 mL de capacidad
y se agregaban 0.05 g del alimento inerte segun el tratamiento. La solucion se

esteriliza en autoclave, excepto en Spirulina.

5.5.4. Soluciones con bacterias

Las soluciones con las cepas bacterianas 8L y 8N se prepararon de acuerdo al
tipo de solucion requerido en los diferentes tratamientos. En las soluciones con
bacterias deshidratadas se agregaron 0.05 g de biomasa bacteriana y se
incubaron en bafio maria a 27° C por 48 h con agitacion continua.

En la preparacion de las soluciones con bacterias frescas se tomaron
muestras de la biomasa obtenida del medio alternativo agar con levadura para la
cepa 8L y agar marino preparado en el caso de la cepa 8N y fueron resuspendidas
por separado en 10 mL de una solucion de NaCl al 2 %, hasta obtener una lectura
de absorbancia de 1.0 a una longitud de onda de 560 nm (ODsgy = 1)

(espectrofotometro Espectronic Genesys 2).
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Tabla 1. Duracién y tratamientos de los experimentos con Artemia franciscana.

Bacteria deshidratada Bacteria no deshidratada
Experimento E.I E.l E.lI E.l E.l
4 dias 6 dias 12 dias 6 dias 6 dias
Duracion
Tratamiento S.cerevisiae Harina de maiz  Spirulina S. Microalgas
1 cerevisiae
Tratamiento 8L (S.c.) 8L+8N (harina) 8L+8N (S.c) 8L+8N Microalgas+
2 + Spirulina  (S.c.) 8L+8N
Tratamiento 8N (S.c) 8L+8N (S.c)+ 8L+8N (S.c) Harina de
3 harina maiz
Tratamiento 8L+8N (S.c) 8L+8N (S.c) 8L+8N
4 (harina)

5.5.5. Evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

De las soluciones con bacterias se tomo asépticamente un volumen de 0.5 mL, al
cual se le realizaron diluciones decimales en solucion salina (NaCl al 2 %). De
cada dilucién se tomaron 100 uL que fueron dispersados en placas con agar
marino 2216. Este procedimiento se realizé por triplicado y las colonias fueron

contadas después de 48 h de incubacion a 27° C.
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5.5.6. Nauplios de Artemia franciscana

Los nauplios de A. franciscana utilizados en el presente trabajo se obtuvieron a
partir de quistes comerciales (Argentemia, San Francisco Bay, California, E.U.A.).
El procedimiento de incubacién se realiz6 colocando 0.05 g de quistes secos en
un recipiente (incubador) de polystirol transparente con tapa y fondo con malla de
100 pm. El incubador fue primeramente sumergido por dos hora en agua potable
previamente aireada a una temperatura de 27° C, posteriormente fue transferido a
un recipiente con agua marina filtrada con cartuchos de 1.0 um de abertura e
incubados a 27° C, con aireaciéon e iluminaciéon continua mediante dos lamparas
fluorescentes de 40 W. Después de 24 h de incubacion, los nauplios eclosionados

fueron removidos y contados.

5.5.7. Determinacion de la supervivencia y desarrollo larval de Artemia

franciscana

La supervivencia fue evaluada al final de los experimentos por medio de conteo
directo de los organismos, los cuales fueron posteriormente fijados en alcohol
etilico al 70 %. El desarrollo postembrionico fue determinado de acuerdo a los
estadios de vida propuestos por Scherhardt (1987), utilizando un microscopio

estereoscopio (Carl Zeiss Stemil 2000).

5.5.8. Experimento con Litopenaeus vannamei

Con una duracion de seis dias, se aplicaron dos tratamientos, con siete

repeticiones. Los tratamientos fueron: (1) mezcla de las microalgas Isochrysis sp.

18



y Chaetoceros sp., y (2) mezcla de las microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros sp.
y mezcla de solucion 8L y solucion 8N. En el laboratorio los nauplios de L.
vannamei fueron aclimatados en agua marina filtrada con una temperatura de 27 +
1° C, salinidad 35 UPS, y pH 8.0, con aireacion e iluminacion durante 48 h. Grupos
de 50 larvas en estadio de protozoea | fueron transferidos a las unidades
experimentales. La alimentacion de larvas de cada unidad experimental se realizo
dos veces al dia (08:00 y 16:00 h), consistiendo de 1 mL de la solucion

experimental correspondiente y 40 mL de las microalgas (Tabla 2).

Tabla 2. Experimento con Litopenaeus vannamei.

Bacteria no deshidratada

Tratamientos Isochrysis sp. y Chaetoceros Isochrysis sp. y Chaetoceros

Ssp. sp. + 8L + 8N

5.5.9. Obtencion de nauplios de Litopenaeus vannamei

Los nauplios de L. vannamei utilizados en el experimento fueron donados por la
empresa Acuacultores de La Paz (APSA, S.A. de C.V., La Paz, B.C.S., México) en

verano del 2004.

5.5.10. Determinacion de la supervivencia y desarrollo larval de Litopenaeus

vannamei
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La supervivencia fue determinada al final del experimento por medio de conteo
directo de los organismos, los cuales fueron posteriormente fijados en alcohol
etilico al 70 %. El desarrollo postembrionico fue determinado de acuerdo a los
estadios de vida descritos por Bliss (1985), para lo cual se utilizé un microscopio

estereoscopico.

5.6. Andlisis estadisticos

Los valores de porcentaje de supervivencia en todos los experimentos con BD, y
BND, fueron transformados a: Arcsen \/supervivencia + 1, y posteriormente
analizados con ANOVA de una via y con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey. Para comparar los estadios de desarrollo larval de los diferentes

tratamientos se aplicé la prueba de distribucion de Kruskal-Wallis (Statistica, 6.0)

6. Resultados

6.1. Etapa l. Experimentos con bacterias deshidratadas (BD)

6.1.1. Experimento I-BD

6.1.1.1. Supervivencia (Figura 1)

La supervivencia de Artemia se registro al término de cuatro dias de cultivo; las
mas altas supervivencias (99 y 93 %) se presentaron sin diferencia estadistica (P
> 0.05) en los tratamientos con la mezcla de solucion 8L + levadura y solucion 8N
+ levadura y con solucion 8N + levadura; a su vez, éste Ultimo tratamiento

presentd una diferencia significativa con el tratamiento solucién 8L + levadura con

20



81 % de supervivencia; el tratamiento solucion levadura exhibié la mas baja
supervivencia (44 %) con diferencia significativa con los otros tres tratamientos (P

<0.05) .
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Figura 1. Supervivencia (%) de Artemia franciscana en el experimento |-BD al término de cuatro
dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucién levadura (S. cerevisiae) (2) solucién 8L+
levadura [8L (S.c)], (3) solucién 8N+levadura [8N+ (S.c.)] y (4) mezcla de solucién 8L+levadura y
solucién 8N+levadura [8L + 8N (S.c.)]. En la grafica se presenta el valor de la desviacion estandar
a cada lado de la media. Letras diferentes indican diferencia significativa (prueba de Tukey, P <
0.05).

6.1.1.2. Desarrollo larval (Figura 2)
Después de cuatro dias de cultivo, el estadio mas avanzado que se present6 en
todos los tratamientos fue el postmetanauplio VI. El tratamiento que presentd los

organismos menos desarrollados fue la solucion de levadura sin bacterias. Los
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tratamientos solucién 8L + levadura, solucion 8N + levadura y mezcla de solucion
8L + levadura y solucion 8N + levadura presentaron estadios similares. Sin

embargo, no se presentaron diferencias significativas entre todos los tratamientos.
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Figura 2. Frecuencia de estadios larvales de Artemia franciscana en el experimento I-BD al término
de cuatro dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucién levadura (S.cerevisiae), (2) solucién
8L-levadura [8L+ (S.c)], (3) soluciéon 8N+levadura [8N+ (S.c.)] y (4) mezcla de solucion 8L+levadura
y solucion 8N+ levadura [8L + 8N+ (S.c.)]. En las graficas se presentan la media con el intervalo de
confianza (0.95) de cada estadio encontrado y los porcentajes de supervivencia de cada

tratamiento. No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de Kruskal-
Wallis, P > 0.05).

6.1.2. Experimento II-BD
6.1.2.1. Supervivencia (Figura 3)

La supervivencia de Artemia se registrdo al término de seis dias de cultivo; se
observé que las mas altas supervivencias (84 y 82 %) se presentaron sin diferencia
estadistica (P > 0.05) en los tratamientos con la mezcla de solucién 8L + levadura,

solucién 8N + levadura y harina de maiz y con la mezcla de solucién 8L + levadura
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y solucion 8N + levadura, los cuales a su vez fueron significativamente diferentes
con los otros dos tratamientos (P < 0.05). La supervivencia mas baja (37 %) se

presentd en el tratamiento solucion de harina de maiz sin bacterias.
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Figura 3. Supervivencia (%) de Artemia franciscana en el experimento 1I-BD al término de seis dias
de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucién harina de maiz, (2) mezcla de solucién 8L+harina de
maiz y solucién 8N+harina de maiz [8L + 8N (harina)], (3) mezcla de solucién 8L+levadura, solucion
8N+levadura y harina de maiz [8L + 8N (S.c) + harina], (4) mezcla de solucién 8L+levadura y
solucion 8N+levadura [8L + 8N (S.c.)]. En la gréfica se presenta el valor de la desviacion estandar a
cada lado de la media. Letras diferentes indican diferencia significativa (prueba de Tukey, P < 0.05).

6.1.2.2.Desarrollo larval (Figura 4)
Después de seis dias de cultivo, el estadio mas avanzado fue el de adulto,

presentandose solo en el tratamiento con la mezcla de solucién 8L + levadura y
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solucion 8N + levadura. En el tratamiento harina de maiz sin bacterias se
observaron los estadios larvales menos desarrollados, siendo significativamente
diferentes de los otros tres tratamientos (P < 0.01).
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Figura 4. Frecuencia de estadios larvales de Artemia franciscana en el experimento 1I-BD al término
de seis dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucién harina de maiz sin bacterias, (2) mezcla
de soluciéon 8L+harina de maiz y solucion 8N+harina de maiz [8L + 8N (harina)], (3) mezcla de
solucién 8L+levadura, solucion 8N+levadura y solucién harina de maiz sin bacterias [8L + 8N (S.c) +
harina], (4) mezcla de solucion 8L+levadura y solucion 8N+levadura [8L + 8N (S.c)]. En las graficas
se presentan la media con una desviacién estandar de cada estadio encontrado. No se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (2), (3) y (4) (prueba de Kruskal-Wallis, P > 0.05),

mientras que el tratamiento (1) fue significativamente diferente con los otros tres tratamientos (P <
0.01).

6.1.3. Experimento llI-BD

6.1.3.1. Supervivencia (Figura 5)

La supervivencia de Artemia se registré al término de 12 dias. El valor més alto (91
%) se obtuvo en el tratamiento mezcla de solucion 8L + levadura y solucion 8N +

levadura presentando diferencia significativa (P < 0.05) con los tratamientos mezcla
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de solucion 8L+ levadura, 8L + levadura y Spirulina (85 %), y Spirulina sin bacterias
(32 %), estos dos ultimos tratamientos también presentaron diferencia significativa

(P < 0.05).
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Figura 5. Supervivencia (%) de Artemia franciscana en el experimento 11I-BD al término de 12 dias.
Los tratamientos fueron: (1) solucién Spirulina sin bacterias, (2) mezcla de solucién 8L+levadura,
solucion 8N+levadura [8L+8N (S.c)] y solucion Spirulina sin bacterias [8L + 8N (S.c.)]+Sp., (3)
mezcla de solucién 8L+levadura y solucién 8N+levadura [8L + 8N (S.c)]. En la gréfica se presenta
el valor de la desviacién estdndar a cada lado de la media. Letras diferentes indican diferencia
significativa (prueba de Tukey, P < 0.05).

6.1.3.2. Desarrollo larval (Figura 6)
Después de 12 dias de cultivo, el estadio adulto se observo en los todos los

tratamientos. Los tratamientos solucion de Spirulina sin bacterias y mezcla solucion
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8L + levadura, 8N + levadura y Spirulina exhibieron la mas amplia diversidad de
estadios, desde postmetanauplio Il hasta adulto, sin embargo no se presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05).
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Figura 6. Frecuencia de estadios larvales de Artemia franciscana en el experimento IlI-BD al
término de 12 dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucién Spirulina sin bacterias, (2)
mezcla de solucion 8L+levadura, solucion 8N+levadura y soluciéon Spirulina [8L + 8N (S.c) +
Spirulina] y (3) mezcla de solucién 8L+levadura y solucion 8N+levadura [8L + 8N (S.c)]. En las
graficas se presentan la media con una desviacion estandar de cada estadio encontrado de cada
tratamiento. No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de Kruskal-
Wallis, P > 0.05).

6.2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
La cantidad de bacterias suministradas a los cultivos de Artemia fue estimada en 8 x

10" UFC /mL para la cepa 8L, y en 3 x 10’ UFC/mL para la cepa 8N.
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6.3. Medios alternativos para el crecimiento de las cepas 8L y 8N

Al término de 12 dias, las cepas 8L y 8N no mostraron crecimiento en los sustratos
liquidos probados (a todas las temperaturas). El crecimiento de las cepas se obtuvo
en los sustratos sélidos de levadura-agar y agar marino preparado en un tiempo de
48 h. En estos medios, las mejores temperaturas de crecimiento bacteriano fueron
35° C para la cepa 8L y 38.5° C para la cepa 8N. La cepa 8L creci6é en los medios
de agar con levadura (S. cerevisiae) y agar marino preparado. La cepa 8N tuvo un
crecimiento mayor en agar marino preparado. Las dos cepas no crecieron en agar

con residuos de sardina.

6.4. Etapa 2. Experimentos con bacterias no deshidratadas (BND)

6.4.1. Experimento I-BND

6.4.1.1. Supervivencia (Figura 7)

La supervivencia de Artemia franciscana se registré al término de seis dias de
cultivo. A pesar de que el tratamiento ‘solucion levadura sin bacterias’ con la
media de supervivencia mas baja (50 %) y el tratamiento de ‘mezcla solucién 8L +
harina de maiz y solucién 8N + harina de maiz’ con la media de supervivencia mas
alta (67 %), el analisis estadistico indica que no se presentaron diferencias

significativas entre los cuatro tratamientos (P > 0.05).
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Figura 7. Supervivencia (%) de Artemia franciscana en el experimento I-BND al término de seis
dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucion levadura [S. cerevisiae], (2) mezcla de
solucion 8L, solucion 8N + levadura [8L + 8N (S.c)], (3) solucion harina de maiz sin bacterias y (4)
mezcla de solucién 8L y solucién 8N + harina de maiz [8L + 8N (harina de maiz)]. En la gréafica se
presenta el valor de la desviacion estandar a cada lado de la media. No hubo diferencia
significativa entre los tratamientos (prueba de Tukey, P > 0.05).

6.4.1.2. Desarrollo larval (Figura 8)
Después de seis dias de cultivo, el tratamiento solucién harina de maiz sin
bacterias presento los organismos menos desarrollados, siendo esta respuesta no

diferente estadisticamente (P > 0.05) al tratamiento solucion levadura sin
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bacterias, pero si significativamente diferente (P < 0.05) con los tratamientos
mezcla de solucién 8L y solucion 8N + levadura y mezcla de solucion 8L y 8N +

harina de maiz.
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Figura 8. Frecuencia de estadios larvales de Artemia franciscana en el experimento |I-BND al
término de seis dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) solucion levadura [S. cerevisiae], (2)
mezcla de solucion 8L y solucién 8N + levadura [8L + 8N (S.c)], (3) solucion harina de maiz sin
bacterias, (4) mezcla de soluciéon 8L y 8N + harina de maiz [8L + 8N (harina de maiz)]. En las
gréficas se presentan la media con una desviacion estandar de cada estadio encontrado de cada
tratamiento. No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (1) y (3) y entre (1)
(2) y (4) (prueba de Kruskal-Wallis, P > 0.05), mientras que el tratamiento (3) fue significativamente
diferente con los tratamientos (2) y (4) (P < 0.01).
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6.4.2. Experimento II-BND
6.4.2.1. Supervivencia (Figura 9)

La supervivencia de Artemia se registro al término de seis dias de cultivo. No se
presentod diferencia significativa (P > 0.05) entre los dos tratamientos, i.e. mezcla

de microalgas (66 %) y mezcla de microalgas con solucion 8L y 8N (69 %).
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Figura 9. Supervivencia (%) de Artemia franciscana en el experimento I[I-BND. Los tratamientos
fueron: (1) mezcla de dos microalgas [Isochrysis + Chaetoceros] [microalgas] y (2) mezcla de dos
microalgas y mezcla de solucion 8L y solucién 8N [Microalgas + 8L + 8N]. En la gréafica se presenta
el valor de la desviacién estandar a cada lado de la media. No hubo diferencia significativa entre
los tratamientos (prueba de Tukey, P > 0.05).
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6.4.2.2. Desarrollo larval (Figura 10)
Al término de seis dias de cultivo se obtuvieron organismos desde
postmetanauplio 1V hasta adultos en los dos tratamientos y no se presenté una

diferencia significativa (P > 0.01) entre ellos.
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Figura 10. Frecuencia de estadios larvales de Artemia franciscana en el experimento [I-BND al
término de seis dias de cultivo. Los tratamientos fueron: (1) mezcla de dos microalgas [Isochrysis +
Chaetoceros) (microalgas), (2) mezcla de dos microalgas y mezcla de solucién 8L y soluciéon 8N
[Microalgas + 8L + 8N]. En las gréaficas se presentan la media con una desviacién estandar de cada
estadio encontrado y los porcentajes de supervivencia de cada tratamiento. No se presentd
diferencia significativa entre los tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis, P > 0.05).

6.4.3. Experimento con Litopenaeus vannamei
6.4.3.1. Supervivencia (Figura 11)
La supervivencia de Litopenaeus vannamei se registro al término de seis dias de

cultivo. No se presentaron diferencias significativas (P >0.05) entre ambos
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tratamientos, i.e. mezcla de microalgas con solucion 8L y solucion 8N (22%), y

mezcla de microalgas (21%).
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Figura 11. Supervivencia (%) de Litopenaeus vannamei en el experimento con bacterias BND. Los
tratamientos fueron: (1) mezcla de dos microalgas [Isochrysis + Chaetoceros] [microalgas] y (2)
mezcla de dos microalgas y mezcla de solucién 8L y solucién 8N [Microalgas + 8L + 8N]. En la
gréfica se presenta el valor de la desviacion estdndar a cada lado de la media. No hubo diferencia
significativa entre los tratamientos (prueba de Tukey, P > 0.05).
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6.4.3.2. Desarrollo larval (Figura 12)
Al término de seis dias de cultivo, los dos tratamientos presentaron organismos en
los estadios de zoea |, zoea Il y mysis | y no se encontr6 una diferencia

significativa (P > 0.01) entre ellos.
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Figura 12. Frecuencia de los estadios larvales de Litopenaeus vannamei en el experimento con
bacterias BND. Los tratamientos fueron: (1) mezcla de dos microalgas [Isochrysis + Chaetoceros)]
[Microalgas] y (2) mezcla de dos microalgas y mezcla de solucién 8L y soluciéon 8N [Microalgas +
8L + 8N]. En las gréficas se presentan la media con una desviaciéon estandar de cada estadio
encontrado y los porcentajes de supervivencia de cada tratamiento. No se presenté diferencia
significativa entre los tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis, P > 0.05).

6.5. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
La cantidad de bacterias (UFC) BND suministradas a los cultivos de Artemia y L.

vannamei fue estimada en 1 x 10° UFC / mL.
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7. Discusion

7.1. Etapa 1. Experimentos con bacterias deshidratadas (BD)
7.1.1. Experimento I-BD

La levadura de pan S. cerevisiae, se ha considerado un sustituto parcial o total de las
microalgas para el cultivo de Artemia (Coutteau et al., 1990, 1992; Joong Kyun Kim y
Hae-Yoon Chung, 2001; Marques et al., 2004); sin embargo, se ha reportado que
cuando se usa la levadura de pan como alimento existe variabilidad en la
supervivencia y el crecimiento de Artemia; en general, la supervivencia obtenida ha
sido pobre, lo que sugiere que la levadura no es un alimento adecuado para su
cultivo (Coutteau et al., 1990). En el camaron blanco Litopenaeus vannamei también
se ha utilizado S. cerevisiae como parte de la dieta, con resultados variables, ya que
la supervivencia se incrementd, pero el crecimiento fue reducido (Scholz et al.,
1999). A pesar de esto, varios autores sefialaron que las levaduras pueden contribuir
en la resistencia de enfermedades (v. gr. vibriosis) en cultivos de A. franciscana
(Patra y Mohamed, 2003) y L. vannamei (Burgents et al., 2004). En la mayoria de
los trabajos anteriores, la evaluacion del uso de levadura como alimento para
Artemia fueron realizados en condiciones xénicas; sin embargo, en tales condiciones
el efecto de la microflora en el desarrollo de Artemia no es claro. Orozco-Medina et
al., (2002) encontraron que la supervivencia y desarrollo de Artemia son mejorados
significativamente al agregar Microbacterium sp. y Exiguobacterium sp. junto con la
levadura. Estos autores realizaron sus experimentos en condiciones gnotobioticas,
las cuales son dificiles de mantener en una produccion comercial por lo que en el
presente trabajo se optd por utilizar la levadura de pan y la mezcla de bacterias

probadas por Orozco-Medina et al., (2002) en condiciones xénicas con la finalidad de
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indagar si tales beneficios son expresados en presencia de la flora normal. En este
estudio, en los tratamientos con levadura y bacterias donde las bacterias fueron
probadas de manera individual (8L + levadura y 8N + levadura) se observaron
supervivencias del 85 y 93 % respectivamente, mientras que con la mezcla de
ambas bacterias se obtuvo una supervivencia promedio de 99 %, siendo ligeramente
superiores a los reportados por Orozco-Medina et al. (2002) en condiciones
gnotobidticas (77.5 a 95 %). Adicionalmente, los organismos alimentados con
levadura y la mezcla de las bacterias alcanzaron estadios de desarrollo de
postmetanuplio VII en cuatro dias, mientras que Orozco-Medina et al. (2002), en seis
dias solo obtuvieron organismos en postmetanauplio . Estos resultados indican que
las bacterias Microbacterium sp. y Exiguobacterium sp. ejercieron un efecto positivo

en la supervivencia y desarrollo de Artemia en condiciones xénicas.

7.1.2. Experimento II-BD

Este experimento fue realizado durante seis dias de manera similar a los
experimentos gnotobiodticos realizados por Orozco-Medina et al. (2002). De
acuerdo a la literatura, Artemia ha sido alimentada con diferentes tipos de harinas
(Dobbeleir et al.,, 1980; Sorgeloos et al., 1986; Rosowski, 1989; Lavens vy
Sorgeloos, 2000) entre las cuales se ha incluido harina de maiz por su bajo costo
y disponibilidad. En el presente trabajo la harina de maiz se utilizé sin bacterias y
en mezcla con las bacterias, con la finalidad de verificar si se producia el mismo
efecto que al utilizar levadura. Con harina de maiz sin bacterias la supervivencia

fue baja (37%). En contraste, la supervivencia fue mayor (74 %) en los
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tratamientos donde se adicionaron bacterias junto con la harina de maiz, pero
fueron significativamente menores (P < 0.05) a los obtenidos con la mezcla de
bacterias y levadura (84 %). Lo anterior confirma el efecto benéfico de las
bacterias 8L y 8N en el cultivo de Artemia. En cuanto al desarrollo larval, en este
estudio se lograron obtener organismos en etapa adulta con S. cerevisiae mas la
mezcla de las bacterias, siendo estos resultados superiores a los obtenido por
Orozco-Medina et al. (2002). El tratamiento harina de maiz sin bacterias presento
estadios menos avanzados y una mayor variabilidad (P < 0.01) comparado con los

otros tratamientos.

7.1.3. Experimento IlI-BD

Existen diversos trabajos relacionados con el uso de Spirulina como alimento para
Artemia, entre los que destacan los de Johnson (1980), quien encontrd, que con
esta alga se obtienen valores aceptables de crecimiento y una menor mortalidad.
Sus resultados contrastan con los de Castro et al. (1995) quienes encontraron que
los organismos alimentados con Spirulina presentaron 18 % de supervivencia en
el doceavo dia de cultivo. De igual manera, en el trabajo de Doulliet, (1987) la
supervivencia mas baja (32.5 %) fue obtenida con Spirulina, sin embargo, cuando
este alimento fue suplementado con la inoculacibn de algunas bacterias
seleccionadas de la microflora, la supervivencia fue alta (92.5 %). En el presente
trabajo los organismos alimentados con Spirulina sin bacterias presentaron una
baja supervivencia al término del doceavo dia de cultivo (32 %), mientras que la
supervivencia de los organismos alimentados con Spirulina y la mezcla de

bacterias (8L y 8N) fue significativamente (85 %) mayor (P > 0.05); dicho
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comportamiento es similar al obtenido por Doulliet (1987), donde la supervivencia
fue favorecida al agregar bacterias. Al interpretar estos resultados debe tomarse
en cuenta que para el tratamiento de Spirulina con bacterias, se incluy6 levadura
para reactivar a las bacterias, y a diferencia del trabajo de Doulliet (1987) el efecto
benéfico puede atribuirse a ambos factores (la presencia de bacterias y levadura).
La supervivencia de 91 % en los organismos con el tratamiento de mezcla de
bacterias 8L + levadura y 8N + levadura, la cual fue mayor que los tratamientos
con Spirulina, sustenta el uso de dicho tratamiento como referencia o control
cuando se prueban diferentes alimentos inertes con las bacterias 8L y 8N

previamente deshidratadas (BD).

El bajo impacto de Spirulina sin las bacterias 8L y 8N en supervivencia, no
fue tan evidente en el grado de desarrollo de los organismos, ya que en todos los
tratamientos se presentd una amplia diversidad de estadios y no se encontraron

diferencias significativas.

7.2. Etapa 2. Experimentos con bacterias no deshidratadas (BND)
7.2.1. Medios alternativos para el crecimiento de las cepas 8L y 8N

En general, la obtencién de biomasa bacteriana es una actividad laboriosa, de alto

costo y que requiere tiempo. Por lo anterior, se buscé un medio de cultivo alternativo

de bajo costo, en el cual las bacterias presentaran un crecimiento aceptable. El

crecimiento bacteriano en los sustratos levadura de pan, residuos de sardina y agar

marino fué evaluado en diferentes temperaturas (25, 30, 35, 38.5 y 42° C). De

acuerdo a Orozco-Medina (2001) las bacterias 8L y 8N, tienen la caracteristica de

soportar altas temperaturas, pudiendo sobrevivir a 63° C por 30 minutos; sin
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embargo, no indicé cual es la temperatura minima en la que pueden sobrevivir o
dejar de crecer. Tomando en cuenta lo anterior, se optdé por probar diferentes
temperaturas, donde la minima fue 25° C y la maxima 42° C., siendo esta ultima la
utilizada en la deshidratacion de las bacterias, con lo cual, fue posible comprobar que
a dicha temperatura solo se lograba su deshidratacién sin perder viabilidad. La cepa
8L fue capaz de crecer en sustrato sélido de levadura de pan con agar. La mejor
temperatura de crecimiento para esta bacteria fue 35° C, tanto en levadura de pan
con agar como en el medio comercial 2216. En 48 horas la biomasa puede ser
cosechada y utilizada. En residuos de sardina con agar no se observo crecimiento de

las cepas en ninguna de las temperaturas probadas.

La cepa bacteriana 8N no creci6 en levadura de pan con agar. Sin
embargo, esta cepa en forma deshidratada fue reactivada en una suspension de
levadura. La bacteria 8N crecié en agar marino comercial 2216 y en agar marino
preparado, fué en este Ultimo donde se observd su mejor crecimiento. La mejor
temperatura para la bacteria 8N fue 38.5° C; en ambos sustratos. En el presente
trabajo los resultados de obtencion de biomasa bacteriana, en cultivos con medios
sélidos, superaron los rendimientos realizados con biomasa deshidratada, ya que
con una placa de petri que contenga biomasa bacteriana 8L, es posible ajustar
una absorbancia de 1.360 en longitud de onda de 560 nm en 150 mL de NaCl 2 %,
y una absorbancia de 0.326 para la cepa 8N, en un tiempo de 48 horas, mientras
gue con la biomasa deshidratada se requeria de 30 dias para su obtencion, y solo
se lograba cosechar aproximadamente 2.5 g para cada bacteria, por lo que esta

cantidad de biomasa solo era redituable para 900 mL de solucion bacteriana. Lo

38



anterior, indica que dicha cantidad de biomasa no es suficiente para realizar
bioensayos con un tiempo de duracién mayor que en el presente trabajo. Por otro
lado, para preparar 900 mL de soluciébn bacteriana no deshidratada solo se
requiere de la siembra en seis cajas de petri y en un menor tiempo. Por lo tanto,
se demuestra que la bacteria no deshidratada es seis veces superior a la bacteria
deshidratada en términos de cantidad de biomasa producida, reduciendo con esto

costos de produccion asi como el tiempo requerido para su obtencion.

7.2.2. Experimento [-BND

En este experimento se utilizaron bacterias no deshidratadas, las cuales fueron
obtenidas del medio de cultivo alternativo. Para ello, la cepa 8L fue crecida en
levadura con agar y la cepa 8N en agar marino preparado. No se presentaron
diferencias significativas en la supervivencia de los cuatro tratamientos; sin
embargo, el efecto benéfico de las bacterias fue evidente en el desarrollo de las
larvas bajo cultivo. Los organismos con alimentos inertes y bacterias presentaron
un desarrollo significativamente mayor alcanzando estadios de postlarva 1V,
mientras que Orozco-Medina et al. (2002) solo obtuvieron postmetanauplio I. Al
utilizar alimentos inertes sin bacterias, se esperaba que la supervivencia obtenida
fuera menor que en los tratamientos donde se agregoé a las bacterias, pero en este
experimento no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
probados. Estos resultados pueden deberse a que las bacterias utilizadas no
fueron cultivadas ni reactivadas como se realiz6é con las bacterias deshidratadas;

ademas la levadura fue agregada por separado, por lo que es posible que la
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calidad microbiana sea diferente produciendo un efecto menor; sin embargo, el
porcentaje de supervivencia alcanzado es considerado satisfactorio. Las
variaciones de supervivencia y crecimiento de los organismos con el uso de
alimentos inertes obtenidas en el presente trabajo, concuerdan con Wouters et al.
(2002) quienes afirman, que con dichos alimentos la produccién de grandes
cantidades de larvas se ve afectada. Sin embargo, son las consideraciones de
costo/beneficio de las diferentes formas de alimentacion, las que determinan la
aplicacion preferencial de las dietas inertes, o bien el uso de bacterias como

fuente de alimento para Artemia.

7.2.3. Experimento [I-BND

El tiempo de duracion del experimento fue de seis dias. Los tratamientos fueron
una mezcla de microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros sp. y la mezcla de estas
microalgas mas la mezcla de solucion 8L y solucién 8N. La finalidad de estos
tratamientos fue indagar si la supervivencia y desarrollo mejoraban al agregar las
bacterias a las microalgas. Los valores de supervivencia (66 y 69 %) y desarrollo
no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05). En
ambos tratamientos, se presentaron organismos en etapa adulta, pero fue mas
evidente en los organismos alimentados con microalgas y la mezcla de las
bacterias con una frecuencia del 25 %. La supervivencia después de seis dias de
cultivo en este estudio fue ligeramente menor a la reportada por Naegel, (1999),
quien observo después de nueve dias de cultivo una supervivencia del 73.5 % con

la microalga Chaetoceros. Dichas diferencias pueden deberse a que en el trabajo
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realizado por Naegel (1999), la dosis de microalgas fue aumentada llegando a un
total de 34 x 10° cel/animal en 14 dias, mientras que en el presente trabajo solo se
suministro 1.0 x 10° cel/mililitro en el tiempo que duré el experimento. Asimismo, la
baja supervivencia obtenida con la mezcla de microalgas y bacterias puede
deberse a que las bacterias no fueron cultivadas bajo las condiciones de los
experimentos con BD, por otro lado, en la preparacion de las suspensiones
bacterianas no se afiadio a la levadura de pan como fuente de reactivacion, lo que
hace pensar que es necesario el uso de dicha levadura para que el efecto
benéfico de las bacterias en Artemia sea considerable. Sin embargo, el desarrollo
alcanzado en el presente trabajo fue superior al obtenido por Naegel (1999).
Rosowski (1989) encontré que los nauplios de Artemia presentaron un rapido
crecimiento, obteniendo preadultos y adultos en copula en solo ocho dias. En el
presente trabajo también se observaron organismos en etapa adulta y en solo seis
dias de cultivo, por lo que se sugiere que el uso de alimento inerte junto con las

bacterias es factible si se requiere de organismos con un rapido crecimiento.

7.2.4. Experimento con Litopenaeus vannamei

El objetivo de este experimento fue investigar si el efecto benéfico de las bacterias
Microbacterium sp. y Exiguobacterium sp. observado en el cultivo de Artemia,
también ocurre en otro crustaceo, usando como modelo el cultivo larvario del
camaron blanco. En el presente trabajo la supervivencia en ambos tratamientos
fue baja (21 y 22 %), donde no se presenté diferencia significativa. En el desarrollo

también se observo que no se presentaron diferencias significativas; sin embargo
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en Mysis |, los alimentados con la mezcla de microalgas y bacterias es
ligeramente superior al otro tratamiento. Castille et al. (1993), mencionan que la
variabilidad en la supervivencia y crecimiento del camaron durante su cultivo es
frecuentemente atribuido a la calidad de las larvas utilizadas. En el presente
trabajo la baja supervivencia obtenida en ambos tratamientos también pudo
deberse a la calidad de las larvas proporcionadas, ya que se presentd una alta
mortalidad durante su aclimatacion; o bien por la manipulacion en el momento de
ser distribuidos a los recipientes experimentales. El efecto benéfico de las
bacterias en cultivos de Artemia, no fue observado; sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que en el cultivo del camardn L. vannamei pueda presentarse dicho
efecto profundizando en los métodos de aplicacion y en las condiciones de calidad

y manejo tanto de las bacterias como de las larvas.

7.3. Discusion general

En el presente trabajo se corrobor6 que las larvas pueden sobrevivir con alimentos
inertes, pero la mejor supervivencia y desarrollo se obtuvo con la presencia de las
bacterias 8L y 8N. Los resultados de este estudio muestran que estas bacterias
tienen un impacto benéfico en la supervivencia y desarrollo de Artemia aun en
condiciones xénicas. Varios estudios han demostrado que la seleccion de cepas
de la microflora normal de los organismos en cultivos, pueden ser benéficas para
su supervivencia y desarrollo (Krauss, 1996; Thompson et al., 1999; Verschuere et
al., 1999; Guillian et al., 2004), asi como para controlar la comunidad microbiana

(Rombaut et al., 1999) y disminuir significativamente a agentes potencialmente
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patdgenos como Vibrio alginolyticus (Villamil et al., 2003). En el presente trabajo,
también se demuestra que el uso de las bacterias 8L y 8N en forma de mezcla
mejora la supervivencia de A. franciscana y que dicho efecto puede ser llevado
hasta un periodo de 12 dias. Sin embargo, se requieren estudios enfocados a
determinar las vias de accion de estas bacterias. En los ultimos afios se han
realizado numerosas investigaciones acerca de probidticos para la acuicultura,
donde el fundamento de su uso es generalmente experimental y los argumentos
con respecto al modo de accion rara vez son completamente esclarecidos
(Verschuere et al.,, 2000). Sin embargo, los datos indican que depende
fuertemente del tipo de bacteria utilizada, tiempo de exposicion y el estado de la
misma (viva o muerta) (Gatesoupe, 1991). En el presente trabajo se sugiere que el
efecto de las bacterias 8L y 8N puede deberse a que producen sustancias (e.g.
vitaminas) de valor nutricional para las larvas, o bien de sustancias antibi6ticas
que inhiben el crecimiento de bacterias patégenas, tomando en cuenta que las

condiciones de trabajo fueron xénicas.
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8. Conclusiones

(a) Los organismos de A. franciscana cultivados con alimentos inertes y mezcla de
las cepas bacterianas Microbacterium sp. (8L) y Exiguobacterium sp. (8N)
previamente deshidratadas presentaron una mayor supervivencia, comparada
con los alimentos inertes sin bacterias.

(b) El desarrollo larval de Artemia alimentada con las bacterias 8L + levadura y 8N
+ levadura alcanzo6 estadios hasta la etapa adulta.

(c) Los organismos alimentados con Spirulina sin bacterias presentaron la mas
baja supervivencia comparada con los otros alimentos inertes.

(d) La cepa 8L puede ser producida en sustrato sélido de levadura de pan con agar.

(e) La mejor temperatura de crecimiento para la cepa 8L es de 35° C.

(f) La cepa 8N puede ser producida en agar marino preparado.

(g) La mejor temperatura de crecimiento para la cepa 8N es de 38.5° C.

(h) La mezcla de las bacterias 8L y 8N no deshidratadas no tuvieron un efecto
significativo en la supervivencia y desarrollo de A. franciscana.

(i) La mezcla de las bacterias 8L y 8N no deshidratadas no presentaron un efecto

significativo en la supervivencia y desarrollo del camarén Litopenaeus vannamei.
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9. Recomendaciones

Evaluar otros posibles alimentos inertes para la producciéon de Artemia.

Estandarizar la produccién de la biomasa bacteriana empleada para la obtencién

de grandes cantidades de larvas de Artemia.

Realizar cultivos para la produccion intensiva de biomasa de Artemia, con la

aplicacion de las bacterias Microbacterium sp. y Exiguobacterium sp.

Profundizar en el estudio de la contribucion de las bacterias Microbacterium sp. y
Exiguobacterium sp. (deshidratadas y no deshidratadas) en la supervivencia y

desarrollo de Artemia.
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Anexo 1. Base de datos los experimentos I-BD
La supervivencia es expresada en porcentaje calculado de 100 larvas vivas en

cada réplica al inicio del cultivo. El desarrollo larval es expresado en frecuencia.

Experimentos Supervivencia d.e
con BD (%)

Tratamientos I-BD

S. cerevisiae 44 (a) 6.356
8L-levadura 81 (b) 4.7749
8N-levadura 93 (bc) 3.7416
8L+ 8N (S.c) 99 (c) 0.8944
Tratamientos II-BD

Harina de maiz 70 (a) 26.4348
8L+8N+harina 76 (b) 44271
8L+8N+S.c 90 (c) 3.559
8L+8N+S.c.+harina 85 (c) 2.236
Tratamientos 1lI-BD

Spirulina 32 (a) 26.7616
8L+8N (S.c.)+Spirulina 85 (b) 1.2909
8L + 8N (S.c.) 91 (c) 1.2583
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Resultados de frecuencias de estadios larvales en Artemia franciscana de los experimentos con
BD. La frecuencia de los estadios fueron sometidos a una comparacion de distribuciéon entre los
tratamientos de cada experimento, mediante la prueba de distribucion de Kruskal-Wallis. En letras
se indica las diferencias estadisticas para una P < 0.05.

Tratamientos
Experimento I-BD

S. cerevisiae 19.733 (a)
8L (S.c) 31.846 (a)
8N (S.c.) 30.133 (a)
8L+8N (S. c.) 35.071(a)
Experimento 1I-BD

Harina de maiz 15.15 (a)

8L+8N (harina) 41.20 (b)

8L+8N (S.c)+harina 47.87 (b)

8L+8N (S.c) 42.30 (b)

Experimento 1lI-BD

Spirulina 25 (a)

8L+8N (S.c.)+ 29.63 (a)

Spirulina

8L+8N (S.c.) 28.91 (a)
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Anexo 2. Base de datos de los experimentos BND Artemia franciscana

La supervivencia es expresada en porcentaje calculado de 100 larvas vivas en

cada réplica al inicio del cultivo. El desarrollo larval es expresado en frecuencia.

Resultados de supervivencia en los experimentos con BND. No se presentd diferencias
significativas (P > 0.05)

Tratamientos Supervivencia d.e

(%)
Experimento
I-BND
S. cerevisiae 50 (a) 15.41
Harina de maiz 64 (a) 9.06
8L+8N (harina) 63 (a) 11.09
8L+8N (S.c.) 67(a) 11.81
Experimento II-
BND
Microalgas 66 (a) 4.69
Microalgas+8L+8N 69 (a) 1.67

Resultados de frecuencias de estadios larvales en Artemia franciscana de los experimentos con
BND. La frecuencia de los estadios fueron sometidos a una comparacion de distribuciéon entre los
tratamientos de cada experimento, mediante la prueba de distribucion de Kruskal-Wallis . En letras
se indica las diferencias estadisticas para una P < 0.05.

Tratamientos
Experimento I-

BND

S. cerevisiae 30.78 (a)
Harina de maiz 15.05 (b)
8L+8N (harina) 46.73 (a)
8L+8N (S. c.) 45.08 (ac)
Experimento II-

BND

Microalgas 21 (a)

Microalgas+8L+8N 22 (a)
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Anexo 3. Base de datos del experimento Litopenaeus vannamei - BND

Resultados de supervivencia del experimento con BND. No se presento diferencia significativa P>

0.05

Experimento

Supervivencia D.E

L. vannamei-BND (%)
Tratamientos
21(a) 5.26
Microalgas
Microalgas+8L+8N 22 (a) 9.83

Experimento L. vannamei —-BND

Resultados de frecuencias de estadios larvales del experimento Litopenaeus vannamei - BND. La
frecuencia de los estadios fueron sometidos a una comparacién de distribucién entre los
tratamientos., mediante la prueba de distribucion de Kruskal-Wallis. No se presentd diferencia

significativa P > 0.05.

Tratamientos

Microalgas

Microalgas+8L+8N

12.57 (a)
16.42 (a)

57



Anexo 4. Base de datos de los experimentos con bacterias deshidratadas BD.

Estadios de desarrollo alcanzados de larvas vivas durante los cultivos.

Resultados de los estadios larvales de Artemia franciscana del experimento |-BD al término de 4

dias de cultivo

Meta Il 11 v Postm Il 1 v Vv VI VIl
I I

S. cerevisiae 0 0 0 2 7 22 11 2 6 2 0
S. cerevisiae 0 0 0 15 3 30 0 0 0 0 0
S. cerevisiae 0 0 0 5 4 8 15 1 0 0 0
8L-levadura 0 0 0 2 0 29 32 6 8 5 0
8L-levadura 0 0 0 0 0 12 46 2 8 5 0
8L-levadura 0 0 0 0 0 62 0 0 11 15 0
8N-Levadura 0 0 0 0 1 0 58 29 9 3 0
8N-Levadura 0 0 0 0 0 0 36 48 4 2 1
8N-Levadura 0 0 0 2 0 19 41 19 5 3 0
8L +8N (S.c) 0 0 0 0 0 20 33 31 13 2 1
8L +8N (S.c) 0 0 0 0 0 0 38 28 9 23 0
8L +8N (S.c) 0 0 0 0 0 15 24 33 16 12 0
Resultados de los estadios larvales de Artemia franciscana del experimento II-BD al término de 6
dias de cultivo

Meta Il IV Postr 1l m v v VI VIl PostL 1l m v v

Il I I

Harina de maiz 0 0O O 0 0O 36 31 13 O 0 0 O 0O 0 o
Harina de maiz 0 0O O 0 O 5 4 0 0 O 0 O 0 0 O
Harina de maiz 3 0 3 0 3 4 3 3 0 O 0 O 0 0 O
Harina de maiz 1 0O O 0 0 27 33 14 O 1 0 O 0O 0 o
8L+8N+ harina 0 0O O 0 0O 0 O O 0 =6 8 33 18 6 O
8L+8N+ harina 0 0O O 0 0O 4 2 3 29 O 6 20 112 0 O
8L+8N+ harina 0 0O O 0 0O 0 5 0 0 49 5 21. 6 1 O
8L+8N+ harina 0 0O O 0 O o o O o 3 10 32 13 4 4
8L+8N+S.c+harina 0 0 1 1 0O 0o 1 0o 0 8 0 5 6 0 O
8L+8N+S.c+harina 0 0 O 0 0O 0O 0 13 24 O 2 36 5 0 O
8L+8N+S.c+harina 0 0 O 0 0O 0 1 0 29 9 3 36 6 0 O
8L+8N+S.c+harina 0 0O O 0 0O 0 0O o0 4 1 0 4 1 0 O
8L+8N+S.c. 0 0 O 0 3 11 16 0O O 7 1 7 2 0 O
8L+8N+S.c. 0 0 O 0 O 0 0O O o0 4 3 29 7 9 8
8L+8N+S.c. 0 0O O 0 0O 0O O O o0 8 1 7 8 9 7
8L+8N+S.c. 0 0 O 0 0O 0 0O O o0 14 1 3 0 0 O
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Resultados de los estadios larvales de Artemia franciscana del experimento IlI-BD al término de 6

dias de cultivo

PostmI IV V VIl Postlarva I v Adulto
Spirulina 0 0 0 0 4 31 15 0 0 15
Spirulina 0 3 0 8 12 15 11 0 0 6
Spirulina 0 1 0 0 0 2 1 0 0 1
Spirulina 1 1 0 0 0 2 1 0 1 0
8L+8N 0 0 0 5 20 22 25 1 0 7
(S.c.)+Spirulina
8L+8N 0 0 0 4 3 14 53 0 0 12
(S.c.)+Spirulina
8L+8N 0 0 0 0 3 14 34 0 0 35
(S.c.)+Spirulina
8L+8N 0 0 0 0 3 14 38 0 0 29
(S.c.)+Spirulina
8L+8N (S.c.) 0 0 0 0 6 21 51 0 0 19
8L+8N (S.c.) 0 0 0 0 2 29 30 0 0 26
8L+8N (S.c.) 0 1 0 1 2 14 66 0 0 16
8L+8N (S.c.) 1 0 1 0 0 15 58 0 0 17
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Anexo 5. Base de datos de los experimentos con bacterias deshidratadas BND
Estadios de desarrollos alcanzados de larvas vivas durante los cultivos.

Resultados de los estadios larvales de Artemia franciscana del experimento I-BND al término de 6
dias de cultivo

Postm Il \YJ VI VI ] 1l \Y \Y Adulto
Il

S.cerevisiae 0 0 0 0 20 2 20 7 2 0 0
S.cerevisiae 0 0 0 2 20 6 3 0 0 0 0
S.cerevisiae 0 0 0 0 7 8 13 1 0 0 0
S.cerevisiae 0 0 0 0 19 0 30 23 0 0 0
8L+8N 0 0 0 0 10 25 11 7 2 0 0
(S.c)

8L+8N 0 0 0 0 5 18 16 15 4 0 2
(S.c)

8L+8N 0 0 0 0 7 31 0 7 3 0 3
(S.c)

8L+8N 0 0 0 0 0 23 21 5 2 1 0
(s.c)

Harina 1 20 0 9 5 0 0 0 0 0 0
Harina 1 11 0 5 29 1 0 0 0 0 0
Harina 5 33 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Harina 0 3 0 0 30 0 4 0 0 0 0
8L + 8N 0 0 0 0 30 1 24 13 5 0 0
(Harina)

8L + 8N 0 0 0 0 25 2 17 14 7 0 0
(Harina)

8L + 8N 0 0 0 0 21 0 21 3 3 0 0
(Harina)

8L + 8N 0 1 0 0 64 0 9 0 0 0 0
(Harina)
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Tabla 11. Resultados de los estadios larvales de Artemia franciscana del experimento 1I-BND al
término de 6 dias de cultivo.

Postml V VI VIl Postlarva 1l 1l IV V Adulto
I

Microalgas 0 0O 0 O 3 29 2 8 O 21
Microalgas 3 0O 0 O 16 30 4 15 O 3
Microalgas 0 0O o0 1 2 0O 8 15 O 11
Microalgas 2 o o0 7 15 23 1 0 O 15
Microalgas + 2 0 0 3 0 30 3 5 0 34
(8L+8N)

Microalgas + 2 0O O 2 0 24 2 5 0 10
(8L+8N)

Microalgas + 0 O o0 2 0 0O 5 13 0 44
(8L+8N)

Microalgas + 0 O 0 1 0 28 7 15 O 25
(8L+8N)

Anexo 6. Base de datos del experimento con Litopenaeus vannamei —-BND

Estadios de desarrollo alcanzados de larvas vivas durante los cultivos.

Resultados de estadios larvales de Litopenaeus vannamei —BND al término de seis dias de cultivo.

Zoea Zoeall Zoea  Mysis
I 1 I

Microalgas 0 4 0 0
Microalgas 0 8 20 0
Microalgas 0 2 15 1
Microalgas 0 0 27 0
Microalgas 0 4 10 1
Microalgas+8L+8N 0 3 10 5
Microalgas+8L+8N 0 3 9 0
Microalgas+8L+8N 0 5 30 3
Microalgas+8L+8N 1 6 23 0
Microalgas+8L+8N 0 4 10 1
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Anexo 7. Resultados de absorbancia de las bacterias 8L y 8N en medios liquidos

Absorbancia de la bacteria 8L obtenidas en caldo marino 2216 para cada temperatura. Las lecturas se tomaron cada 12 horas.

25°C 27.5°C 30°C 32.5°C 35°C
Réplica Réplica !l Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Reéplica Réplica
Tiempo Reéplica 2 2 1 2 1 2 1 2
1

0 0.065 0.06 0.086 0.043 0.057 0.048 0.029 0.068 0.055 0.035
12 0.046 0.035 0.042 0.022 0.042 0.037 0.032 0.04 0.049 0.026
24 0.054 0.05 0.156 0.156 0.14 0.133 0.014 0.127 0.15 0.032
36 0.073 0.073 0.157 0.161 0.238 0.231 0.23 0.271 0.243 0.064
48 0.177 0.102 0.18 0.089 0.304 0.93 0.87 0.363 0.333 0.092
60 0.221 0.147 0.258 0.135 0.328  0.302 0.3 0.366 0.356 0.144
72 0.246 0.175 0.0288 0.159 0396 0346 0335 0.394 0371 0.188
84 0.251 0.186  0.293 0.188 0.387 0.346 0.342 0.41 0.367 0.212
96 0.28 0.22 0.31 0.355 0.393 0.66 0.325 0.48 0.4.12 0.285
108 0375 0.324 0.357 0.387 0.45 0.378 0.31 0.452 0417 0.317
120 0.388  0.37 0.344 0.39 0426 0365 0.376 0.457 0.404 0.32
132 0.405 0.437 0.353 0.416 0.406 0.424 0.37 0.462 0422 0.341
146 0.407 0.452 0.374 0.435 0.412 0.37 0.405 0481 0405 0.298
158 0.411 0434 0.362 0.481 0455 0.392 0412 0.497 0394 0.271
170 0.416 0.438 0.35 0.486 0436 0.398 0.363 0482 0.385 0.265
182 0.419 0.442 0.52 0.516 0422 038 0369 0467 0373 0.257
194 0.48 0.5 0.353 0.543 0.409 0.347 0.375 0.46 0.373  0.245




Absorbancia de la bacteria 8L obtenidas en caldo marino preparado. Las lecturas se tomaron cada 12 horas

Tiempo

12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
132
146
158
170
182
194

25° C 27.5° C 30°C 325°C 35°C
Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1
0.007 0.015 0.01 0.04 0.014 0.012 0.02 0.026  0.028
0.001 0.037 0.032 0.044 0.034 0.038 0.035 0.046 0.053
0.002 0.047 0.048 0.061 0.058 0.044 0.061 0.237 0.058
0.028 0.068 0.064 0.077 0.086 0.082 0.092 0.295 0.102
0.089 0.127 0.149 0.59 0.206 0.184 0.176 0.339 0.182
0.159 0.193 0.205 0.208 0.255 0.248 0.186 0.384 0.27
0.112 0.142 0.166 0.174 0.261 0.257 0.24 0.404 0.246
0.185 0.172 0.206 0.214 0.268 0.272 0.249 0.411 0.287
0.95 0.236  0.225 0.57 0.286 0.315 0.57 0.413 0.325
0.245 0.282 0.243 0.267 0.393 0.405 0.316 0.441 0.455
0.27 0.321  0.305 0.35 0.432 0414 0375 0.496 0.483
0.289 0.338 0.326 0.356 0.438 0.43 0.389 0.5 0.484
0.365 0.392 0.333 0.37 0.424 0.43 0.39 0.503 0.493
0.375 0.437 0.387 0.441 0.45 0.437 0.418 0.54 0.499
0.389 0.442 0.366 0.432 0.453 0.463 0.409 0.56 0.445
0.426 0.449 0.358 0.465 0.448 0.478 0.406 0.463 0.448
0.455 0.555 0.343 0.472 0.43 0.49 0.401 0.579 0.451

2

0.03
0.063
0.058
0.073
0.156
0.236
0.197
0.247
0.335
0.379
0.387
0.365
0.341
0.347
0.339
0.336

0.33
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Absorbancia de la bacteria 8N obtenidas del caldo marino 2216. La lectura se tomo cada 12 hora$S

25° C 27.5°C 30°C 32.5°C 35°C

Tiempo  Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
0 0.048 0.024 0.047 0.051 0.038 0.038 0.033 0.01 0.012 0.01
12 0.028 0.115 0.115 0.111 0.119 0.137 0.118 0.109 0.231 0.27
24 0.052 0.117 0.18 0.162 0.177 0.15 0.123 0.215 0.262 0.278
36 0.056 0.132 0.181 0.163 0.237 0.176 0.157 0.273 0.292 0.284
48 0.081 0.19 0.244 0.188 0.243 0.202 0.184 0.313 0.347 0.343
60 0.085 0.217 0.278 0.228 0.249 0.217 0.203 0.32 0.476 0.394
72 0.115 0.266 0.287 0.274 0.279 0.25 0.256 0.382 0.433 0.346
84 0.118 0.28 0.292 0.283 0.282 0.254 0.249 0.356 0.441 0.359
96 0.125 0.296 0.312 0.345 0.225 0.278 047 0.385 0.525 0.409
108 0.182 0.371 0.316 0.361 0.331 0.3 0.246 0.396 0.579 0.403
120 0.2303 0.419 0.33 0.378 0.327 0.303 0.245 0.416 0.579 0.414
132 0.208 0.454 0.326 0.391 0.337 0.356 0.221 0.423 0.609 0.422
146 0.21 0.489 0.358 0.427 0.359 0.315 0.222 0.435 0.619 0.46
158 0.215 0.527 0.363 0.457 0.379 0.314 0.228 0.467 0.625 0.642
170 0.223 0.586 0.366 0.46 0.376 0.325 0.233 0.465 0.38 0.649
182 0.226 0.593 0.39 0.495 0.378 0.33 0.35 0.469 0.645 0.658

194 0.229 0.605 0.37 0.516 0.378 0.3 0.238 0.482 0.663 0.472




Absorbancia de la bacteria 8N obtenidas del caldo marino preparado. La lectura se tomo cada 12 horas

25° C 27.5°C 30°C 32.5°C
Tiempo Réplica Réplica Réplica Reéplica Réplica Réplica Réplica Reéplica
1 2 1 2 1 2 1 2

0 0.005 0.024 0.02 0.012 0.003 0.023 0.024 0.003
12 0.094 0.17 0.231 0.182 0.198 0.222 0.221 0.202
24 0.131 0.18 0.224 0.184 0.183 0.219 0.204 0.206
36 0.159 0.205 0.214 0.183 0.198 0.22 0.214 0.231
48 0.206 0.254 0.289 0.241 0.274 0.287 0.268 0.29
60 0.26 0305 0322 0.274 0316 0.342 0.274 0.284
72 0.206 0.258  0.288 0.23 0.218 0.294 0.277 0.291
84 0.219 0.265 0.31 0.245 0291 0.324 0.293 0.302
108 0.289 0.32 0.351 0.277 0.323 0.36 0.322  0.347
120 0.324 0.35 0.38 0.314 0.35 0392 0367 0.378
132 0301 0324 0379 0309 0.356 0.38 0.355 0.377
146 0307 0342 0389 0319 0375 0416 0345 0.377
158 0.314 0.341 0417 0341 0418 0.438 0.373 0.397
170 0.348 0.356 0426 0.336 0.426 0.46 0.385 0.402
182 0.35 0.365 0453 0.356 0.457 0.455 0.395 0.426
194 0.351 0.37 0.46 0.369 0468 0.502 0.414 0.432




Anexo 8. Resultados de absorbancia de las bacterias 8L y 8N en medios sdlidos

Medio Cepa 8L Temperatura

Réplica 30°C 35°C 38.5°C 42°C
Agar-levadura

1 1.239 1.924 1.308 1.313

2 1.237 1.972 1.307 1.234

3 1.168 1.138 1.466 1.366
2216 (Difco)

1 0.214 0.423 0.283 0.089

2 0.330 0.324 0.241 0.025

3 0.175 0.400 0.247 0.030
Agar marino- preparado

1 0.416 0.432 0.388 0.553

2 0.599 0.453 0.407 0.470

3 0.509 0.292 0.344 0.625
Medio Cepa 8N Temperatura

Réplica 30°C 35°C 38.5°C 42°C
2216 (Difco)

1 0.365 0.243 0.241 0.353

2 0.274 0.011 0.279 0.114

3 0.286 0.172 0.227 0.122
Agar marino- preparado

1 0.326 0.043 0.374 0.099

2 0.255 0.255 0.256 0.076

3 0.022 0.033 0.388 0.082
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