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Induccién a la metamorfosis en larvas del erizo blanco Lytechinus pictus
(Verrill 1867), mediante biopeliculas y caracterizacién bioquimica de las
cepas aisladas

Resumen

El desarrollo larvario de los erizos de mar involucra un periodo de vida
larval que culmina con la metamorfosis, la cual se produce en respuesta a
estimulos producidos por biopeliculas. Estas biopeliculas son agregaciones de
microorganismos, principalmente bacterias. La formaciébn y composicion
bacteriana de las biopeliculas en el ambiente marino es de suma importancia ya
gue se ha visto que son las responsables de determinar la distribucion espacio-
temporal de una gran variedad de invertebrados marinos. El presente trabajo
tiene como objetivos evaluar la capacidad inductora a la metamorfosis en larvas
de erizo blanco Lytechinus pictus mediante biopeliculas generadas en
condiciones de laboratorio en presencia de erizos blancos adultos, identificar
mediante pruebas bioquimicas la composicion bacteriana viable-cultivable
aisladas a partir de las biopeliculas y evaluar la capacidad inductora a la
metamorfosis en larvas de L. pictus mediante peliculas bacterianas
monoespecificas. Las biopeliculas fueron generadas en acuarios en presencia
de erizos blancos adultos, erizos morados adultos (Strongylocentrotus
purpuratus), invertebrados marinos diversos y agua de mar, por un lapso de 2 a
15 dias. Las peliculas bacterianas monoespecificas fueron generadas por un
lapso de 24 a 48 horas. La evaluacion de la induccién a la metamorfosis se
realizé a las 12, 24, 48 y 72 horas de exposicion. La identificacion de las cepas
bacterianas se llevd acabo mediante pruebas bioquimicas con el kit de
identificacion rapida API 20 E y API 20 NE. Se observo el mayor porcentaje de
induccion a metamorfosis de las larvas de erizo blanco en presencia con las
biopeliculas generadas con un mayor tiempo de formacién (9 — 15 dias) y con
las biopeliculas generadas en presencia de erizos blancos adultos. En las
biopeliculas generadas en presencia de erizos blancos adultos se encontraron
bacterias de los géneros Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium y de la familia
Enterobacteriaceae. En las biopeliculas generadas en presencia de erizos
morados adultos se encontraron los generos Pseudomonas, Aeromonas,
Delega, Marinobacter y de la familia Enterobacteriaceae. Las bacterias del
genero Aeromonas aisladas a partir de las biopeliculas generadas en presencia
de erizos blancos adultos fueron las principales que indujeron a la metamorfosis
a las larvas de erizo blanco. Las cepas bacterianas asiladas de las biopeliculas
generadas en presencia de erizos morados, no indujeron a la metamorfosis a las
larvas de erizo blanco. Se concluyé que existe una cierta especificidad en la
respuesta de las larvas de erizo blanco, para metamorfizarse sobre biopeliculas
generadas en presencia de adultos de su misma especie, probablemente debido
a ciertos grupos bacterianos especificos que se encuentran en estas
biopeliculas, ya que se encontro diferencias en cuanto a la composicion
bacteriana de las biopeliculas de erizo blanco y erizo morado.
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Induccidn a la metamorfosis en larvas del erizo blanco Lytechinus pictus (Verrill 1867), mediante
biopeliculas y caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas.

1. Introduccion

La mayoria de los invertebrados marinos presentan un fase de vida
plancténica (produccién de larvas peléagicas) que precede a la fase de vida
bentdnica (juvenil/adulto). La transiciébn entre ambas fases ocurre mediante los
procesos de asentamiento y metamorfosis (Nielsen 2000). La seleccion del
habitat adecuado para llevar acabo el asentamiento y metamorfosis de las
larvas, es determinante en la sobrevivencia de los juveniles y adultos y por lo

tanto, la distribucion y abundancia de los organismos (Pawlik y Hadfield, 1990).

Larvas de un gran ndmero de invertebrados marinos llevan acabo el
asentamiento y metamorfosis selectivamente en sustratos donde se presentan
las condiciones necesarias para su crecimiento y sobrevivencia, para esto, las
larvas responden a ciertas claves o factores ambientales ya sean fisicas
(intensidad de luz, velocidad de flujo, temperatura) (Moss, 1999; Pineda y Lopez,
2002), o quimicas de origen biolégico (metabolitos, neurotransmisores,
hormonas)(Hadfield y Paul, 2001) presentes sobre los sustratos. Estas claves
ambientales quimicas de origen bioldgico, son producidas por macroalgas
(Morse y Morse, 1984; Heyward y Negri 1999; Williamson et al. 2000; Suenaga
et al. 2004; Swanson et al. 2004), conespecificos adultos (Pearce y Scheibling,

1990; Tamburri et al. 1992; Toonen y Pawlik, 2001), y por las bacterias que se
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encuentran formando las biopeliculas (Lau y Qian, 2001; Rahim et al. 2004;
Huggett et al. 2006) principalmente.

Las biopeliculas juegan un papel fundamental en los procesos de
induccion o inhibicién del asentamiento y metamorfosis en una gran variedad de
larvas de invertebrados marinos incluyendo anélidos poliquetos (Kirchman et al.
1982, Unabia y Hadfield, 1999, Lau y Qian, 2001, Lau et al. 2002), corales (Negri
et al. 2001, Webster et al. 2004), crustaceos (Maki et al. 1990, Thiyagarajan et
al. 1999), equinodermos, (Rahim et al. 2004; Huggett et al. 2006) moluscos
(Weiner et al. 1985). De esta manera, ha sido de gran interés en los ultimos
afos, el estudio enfocado en el papel que juegan las biopeliculas (y por ende las
bacterias que se encuentran asociadas a estas), principalmente en la induccién

a la metamorfosis.

Una biopelicula es un conjunto de células microbianas principalmente
bacterias (también se encuentran diatomeas, protozoarios y hongos), las cuales
se encuentran dentro de una matriz constituida de exo-polisacéridos que ellas
mismas generan. Esta matriz le da ciertas ventajas a las bacterias que se
encuentran dentro, por ejemplo, les provee resistencia a la resequedad,
proteccion contra a los rayos ultravioleta, y a la depredacién (Watnick y Kolter
2000; Donlan 2002). Las biopeliculas pueden desarrollarse en una gran variedad
de superficies, sean naturales (rocas, tejido vivo) o artificiales (plastico, vidrio).
En relacion a la composicién de especies bacterianas, una biopelicula puede

estar constituida por una sola especie (monoespecificas) o bien por mdltiples
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especies, y se ha visto que esto depende de varias condiciones ambientales
como son: disponibilidad de alimento, hidrodinamica, composicion de la
comunidad microbiana (Donlan 2002). Asi mismo, las biopeliculas juegan un
papel muy importante en la produccion y degradacién de materia organica,
contaminantes ambientales y del reciclamiento de nitrégeno, sulfuro y de

muchos otros metales (Davey y O’toole 2000).

El erizo de mar Lytechinus pictus (Verrill 1867) es una de las 11 especies
de erizo dentro del género Lytechinus. Las especies de este género se
distribuyen a lo largo del continente americano, encontrdndose desde California
hasta las islas Galapagos en el Océano Pacifico y desde Bermuda hasta Brasil
en el Océano Atlantico (Zigler y Lessios, 2004).

El erizo blanco Lytechinus pictus mide menos de 4 cm de diametro de
testa y presenta espinas cortas. Pertenece al Phylum Echinodermata, en el
orden Temnopleuroidea en la familia Toxopneustidae. Habita desde la zona
intermareal hasta una profundidad de 20 m, teniendo una distribucién que va
desde las costas de California hasta las Islas Galapagos en Ecuador (Allen,

1980; Zigler y Lessios, 2004).

A pesar de que Lytechinus pictus no representa una importancia
econdémica, ha sido muy utilizado como un organismo modelo para entender
ciertos procesos ecoldgicos como la reproduccion (Ettensohn y McClay, 1988;

Sherwood y McClay, 1999) y rutas de transduccién metamoérfica (Bishop vy
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Brandhorst, 2001). De esta manera, en el presente trabajo utilizamos al erizo de
mar Lytechinus pictus como modelo para poder entender el papel que juegan las
bacterias que forman biopeliculas en la induccién a la metamorfosis de larvas de
erizo blanco a un nivel de microescala. Como ya se mencion6 anteriormente las
biopeliculas pueden ser las responsables de determinar en qué sustratos es
posible que se lleve acabo el asentamiento y la metamorfosis en el ambiente
marino, por lo tanto, ecoldgicamente podrian determinar la sobrevivencia,
distribucion (dispersion) y abundancia de las poblaciones de erizo. Los
resultados derivados de este trabajo, podrian ser muy Utiles sobretodo para
especies con importancia comercial como el erizo morado (Strongylocentrorus
purpuratus) y el erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus), ya que podran
ayudar a entender los procesos ecolégicos de estas especies y en un futuro
desarrollar programas de proteccion de areas de reproduccién y reclutamiento
con fines de conservacion, pesca y acuaculturales.

El presente trabajo pretende evaluar la respuesta a la induccion a la
metamorfosis en larvas de erizo blanco Lytechinus pictus mediante biopeliculas
generadas en presencia de erizos blancos y morados adultos en condiciones de
laboratorio, asi como también, evaluar la induccion a la metamorfosis en larvas
de erizo blanco mediante peliculas bacterianas monoespecificas y finalmente, la
identificacion bioquimica de las cepas de bacterias inductoras a la metamorfosis

de las larvas de erizo blanco.
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2. Antecedentes

La presencia de biopeliculas en las superficies marinas es un requisito
necesario para que se lleve acabo el asentamiento y metamorfosis de larvas de
un amplio grupo de invertebrados marinos (Kirchman y Graham, 1982; Maki et
al., 1990; Heyward y Negri, 1999; Thiyagarajan et al., 1999). Como ya se ha
mencionado, estas biopeliculas pueden formarse en cualquier tipo de superficie
(natural o artificial).

Se ha visto que las macroalgas inducen al asentamiento y metamorfosis
en ciertas especies de invertebrados marinos mediante la produccion de
compuestos (metabolitos secundarios) (Aileen y Daniel, 1984; Walters et al.
1996; Williamson et al. 2000; Takahashi et al. 2002), pero en realidad muchos de
estos compuestos son generados por bacterias que se encuentran formando
biopeliculas sobre la superficie de las algas (Johnson et al. 1991; Negri et al.
2001). Por lo que el estudio de las biopeliculas generadas sobre las macroalgas
ha sido ampliamente documentado. Johnson y Sutton (1994) encontraron que la
alga coralina incrustante Lithothamnium pseudosorum inducia a la metamorfosis
a la estrella de mar Acanthaster planci mediante la generacién de compuestos,
pero en realidad estos compuestos eran producidos por bacterias que formaban
biopeliculas sobre la planta. Por lo tanto, el determinar en que casos la induccién
a la metamorfosis es realmente producida por las algas marinas o por las
bacterias que forman biopelicuas sobre las algas ha sido objeto de estudio.

Negri et al. (2001) encontraron que la bacteria Pseudoalteromonas cepa A3
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aislada de la superficie del alga coralina incrustante Hydrolithon onkodes inducia
a la metamorfosis a larvas del coral Acropora willisae en proporciones superiores
al 51%. Huggett et al. (2006) asilaron 250 cepas bacterianas a partir de varias
especies de algas coralinas y encontraron que las bacterias pertenecientes al
genero Pseudoalteromonas eran las principales cepas inductoras a la
metamorfosis en el erizo de mar Heliocidaris erythrogramma. Por otro lado,
Webster et al. (2004) encontraron que las larvas de varias especies de coral
respondieron por arriba del 40% de induccién a la metamorfosis en presencia de
biopeliculas de 4 a 8 semanas de formacién a diferencia de extractos de

macroalgas.

La respuesta de larvas de invertebrados marinos en la induccion a la
metamorfosis mediante biopeliculas (generadas en el ambiente marino asi como
en condiciones de laboratorio en sustratos artificiales o naturales), también ha
sido muy estudiada. En equinodermos se ha visto que para los erizos de mar
Pseudocentrotus depressus y Anthocidaris crassispina, las larvas respondieron
arriba del 70% de induccién a la metamorfosis en presencia de biopeliculas de
15 a 25 dias de formacion en el ambiente marino (Rahim et al. 2004). Para el
caso de la galleta de mar Echinarachnius parma se encontré una respuesta
arriba del 60% de induccion al asentamiento y metamorfosis en arena
acondicionada con organismos adultos, a diferencia de arena sin organismos
adultos (Pearce y Scheibling, 1990), en donde se consideré que las biopeliculas

pudieran ser las principales responsables de la induccion. Por otra parte, en
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crustaceos, Maki et al. (1990) encontraron que las biopeliculas en el ambiente
marino, inducen al asentamiento y metamorfosis en larvas del balano Balanus
amphitrite, ademas también encontraron que las biopeliculas con 4 dias de
formacion asi como algunas cepas bacterianas individuales, podian inhibir el
asentamiento y metamorfosis de las larvas de esta especie.

En corales se ha visto que biopeliculas de 4 a 8 semanas de formacién
inducen a la metamorfosis por arriba del 41% en larvas del coral Acropora
microphthalma. En poliquetos, principalmente en Hydroides elegans, se ha visto
gue responden al asentamiento y metamorfosis por arriba del 50% en presencia
de biopeliculas marinas (Hadfield et al. 1994; Carpizo-ltuarte y Hadfield, 1998;
Unabia y Hadfield, 1999; Lau y Qian, 2001). La inhibicién al asentamiento y
metamorfosis ha sido documentada por Thiyagarajan et al. (1999), quienes
encontraron que las biopeliculas de 1 a 5 dias de formacién inhibian al

asentamiento y metamorfosis en el balano Balanus reticulatus.

En cuanto a la composicion bacteriana de las biopeliculas, se han aislado
una gran cantidad de bacterias a partir de biopeliculas generadas en el ambiente
marino, en donde se han encontrado una gran diversidad de especies
bacterianas (Unabia y Hadfield, 1999; Huang y Hadfield, 2003). En el poliqueto
Hydroides elegans se ha visto que éstos responden al asentamiento e induccion
a la metamorfosis principalmente en presencia de bacterias de los géneros

Vibrio, Alteromonas o Pseudoalteromonas (Lau et al., 2002).
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Se han realizado pocos trabajos en donde se pueda determinar la
especificidad de una especie bacteriana la cual sea la principal responsable de
promover la induccion a la metamorfosis en larvas de invertebrados marinos
(Leitz y Wagner, 1993). En el laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo
del Instituto de Investigaciones Ocenoldgicas (II0) se ha documentado que las
larvas de erizo morado y erizo blanco responden con la induccién a la
metamorfosis cuando estdn en contacto con biopeliculas generadas en
presencia de erizos adultos, pero no se conoce la composicion bacteriana de
estas biopeliculas, ni tampoco los metabolitos que estas producen. De hecho a
nivel mundial, se conoce muy poco acerca de los metabolitos que estas
bacterias producen, y las cuales resultan responsables de inducir a la
metamorfosis. Harder et al. (2002) probaron los extractos metabdlicos de cepas
bacterianas pertenecientes a los géneros Vibrio, Micrococcus, Rhodovulum vy
Roseobacter y encontraron que las cepas bacterianas presentaron metabolitos
muy semejantes, los cuales inducian arriba del 60% el asentamiento y

metamorfosis en larvas del poliqgueto Hydroides elegans.

En general, se han aislado muy pocos compuestos del medio marino que
resulten los responsables de inducir al asentamiento y metamorfosis en las
larvas de invertebrados marinos (Hadfield y Paul 2001; Harder et al. 2002,
Suenaga et al. 2004; Swanson et al. 2004). Por lo tanto el entendimiento de
cdmo actlan estos compuestos una vez que las larvas perciben la molécula (o

moléculas) inductora (rutas de transduccion metamoérfica) (Morse 1990; Holm et
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al. 1998; Zimmer y Butman 2000), ha sido documentado mediante la utilizacién
de compuestos artificiales que inducen a las larvas al asentamiento y
metamorfosis en una gran gama de invertebrados marinos (equinodermos:
Naidenko, 1996, Saito et al. 1998, Rahmani y Ueharai 2001, Carpizo-ltuarte et
al. 2002, Amador-Cano et al. 2006; crustaceos: Forward et al. 2001,
Khadeparker 2002, Dobretsov y Qian, 2003; poliquetos: Pawlik 1990, Carpizo-
ltuarte y Hadfield, 1998, Pechenik y Qian, 1998, Jin y Qin, 2004, Lam et al. 2005;
moluscos: Yool et al. 1986, Bonar et al. 1990, Beiras y Windows, 1995
Fukazawa et al. 2001; ascidios: Tsukamoto et al. 1999, Zega et al. 2005; y otros

invertebrados marinos (Pawlik y Hadfield, 1990).

De esta manera, con la contribucién de este trabajo queda abierta la
posibilidad para proyectos posteriores en donde se pueda llevar acabo la
identificacion de metabolitos secundarios producidos a partir de las principales
cepas bacterianas involucradas en la induccién a metamorfosis en larvas del

erizo blanco previamente aisladas e identificadas en este trabajo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad inductora a la metamorfosis y caracterizar por
métodos bioquimicos las cepas bacterianas aisladas a partir de biopeliculas
generadas en condiciones de laboratorio, involucradas en la induccion a

metamorfosis en larvas del erizo blanco Lytechinus pictus.

3.2 Objetivos Particulares

e Evaluar la capacidad inductora de la metamorfosis en larvas de erizo blanco
por biopeliculas generadas en presencia de adultos de erizos blancos (L.
pictus) y morados (Strongylocentrotus purpuratus) e invertebrados marinos

diversos.

e Evaluar la capacidad inductora de la metamorfosis en larvas de erizo blanco,
mediante cepas individuales de bacterias aisladas de las biopeliculas
generadas en presencia de adultos de erizos blancos (L. pictus) y erizos

morados (S. purpuratus).
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4. Metodologia

4.1 Colecta de los Organismos

Los erizos blancos adultos asi como el resto de los organismos fueron
colectados en la Bahia de Todos Santos en Ensenada Baja California, México
(Latitud: 31° 51, longitud: 116° 53’) durante el periodo de Agosto a Noviembre

del afio 2005.

4.2 Induccion al desove, colecta de gametos y fertilizacion

Para estimular la liberacion de los gametos, los organismos fueron
inyectados con 0.5mL de KCI (530mM). Los gametos se colectaron por separado
(6vulos y espermatozoides) en frascos de vidrio de 100mL (Fig. 1). Para realizar
la fertilizacién in vitro, los huevos fueron lavados previamente con agua de mar
fillrada a .2um y esterilizada mediante luz ultravioleta y autoclave (AMF).
Mediante el uso de tamices con una luz de malla de 60um se retir6 el exceso de
materia organica producida por los organismos al momento de realizar el
desove. Posteriormente, la fertilizacion se llevé acabo colocando el total de
ovulos de todas las hembras en un envase de 5L en donde se agreg6 una cuarta
parte del total del esperma colectado de todos los machos (entre 500mL y 1L).
Después de agregar el esperma, la solucién se dejo reposar por 25 minutos para

gue todos los 6vulos se fertilizaran.
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En total se realizaron 8 inducciones al desove con diferencia de tiempo de
una semana entre cada desove. De 6 a 8 erizos blancos adultos se utilizaron en

cada desove.
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Fig. 1. Induccion al desove de erizo blanco Lytechinus pictus mediante KCI. (A)
inyeccion de 0.5ml de KCI, (B) liberacion de espermatozoides por un macho, (C)
liberacion de 6vulos por una hembra.

Una vez fertilizados, los évulos fueron enjuagados con AMF para eliminar
el exceso de espermatozoides, posteriormente fueron colocados en recipientes
de 10 litros en donde se llevé acabo el desarrollo embrionario hasta alcanzar el
estadio de larva prisma. Cuando la larva lleg6 a este estadio, fue transferida a
tanques de 45 L con aeracion continua en donde fue alimentada y mantenida

hasta que alcanzo el estadio de larva competente.

4.3 Mantenimiento de la larva

La larva fue mantenida a una densidad de 2 larvas por mililitro en

tanques conicos de 45 L a una temperatura entre 20 y 22°C y fue alimentada

12
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diariamente con la microalga Rhodomonas sp. hasta alcanzar el estadio de

competencia (Fig. 2).
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Fig. 2. Mantenimiento de la larva del erizo blanco Lytechinus pictus, en tanques conicos
de 45L, con aireacién continua y alimentacién diaria con la microalga Rhodomonas sp.
hasta llegar al estadio de larva competente.

Se realiz6 la limpieza de tanques al 100% una vez a la semana y cada
48hrs al 50%. La limpieza al 100% comprendi6 en retirar toda la larva del tanque
para limpiar el fondo del mismo y hacer recambio completo de agua. En el
recambio al 50% la larva fue mantenida dentro del tanque pero se realiz6 el
recambio de agua de la mitad del tanque mediante la utilizacién de tamices con
luz de malla menor al tamafio de la larva (por lo general se utilizaron tamices de

70 a 200um).
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4.4 Generacion de biopeliculas (en condiciones de laboratorio)

Alrededor de 15 a 20 erizos blancos y morados adultos (por separado)
fueron mantenidos en acuarios de 45 litros con flujo de agua de mar continuo
(velocidad de flujo de agua entre 1.5 y 1.9L min?), en donde se indujo la
formacion de las biopeliculas. Cajas de 6 pozos (BD Falcon, Cat. EF24890Q
Daigger,) estériles fueron introducidas en los acuarios de erizos blancos y
morados adultos durante varios dias para favorecer la formacion de la
biopelicula a una temperatura ambiente entre 24 y 26°C. Las cajas
permanecieron dentro de los acuarios por 1, 2 4,5, 6, 9, 11, 13 y 15 dias. Una
vez que las cajas tuvieron la edad de formacion requerida, fueron retiradas del
acuario y enjuagadas con agua de mar filtrada y esterilizada para retirar el
exceso de materia organica. Posteriormente se les adicionaron 5mL de agua de

mar filtrada y esterilizada para realizar el ensayo de induccién a la metamorfosis.

En forma separada, fueron mantenidos otros acuarios. Un acuario se
mantuvo solamente con flujo de agua de mar proveniente de la tuberia de
entrada al laboratorio, el otro acuario fue mantenido con invertebrados marinos
diversos (principalmente Gasteropodos), excepto erizos. En estos acuarios
también se generaron biopeliculas con los mismos dias de formacion que en los
acuarios de erizos blancos y morados adultos. Estas biopeliculas fueron
utilizadas para determinar la especificidad de la larva de erizo blanco a las

biopeliculas generadas en otras condiciones.
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4.5 Induccién a la metamorfosis mediante biopeliculas

Los experimentos de induccidbn a metamorfosis se realizaron con 6
réplicas en cada tratamiento. Las cajas de 6 pozos (en donde se generaron las
biopeliculas) fueron retiradas de todos los acuarios y posteriormente fueron
enjuagadas con agua de mar filtrada y esterilizada para remover el exceso de
materia organica y enseguida se adicionaron 5mL de agua de mar filtrada y
esterilizada. En cada pozo fueron introducidas de 20 a 30 larvas competentes
para cada uno de los tratamientos. Los experimentos fueron divididos en 2
partes, el primero consistio en la induccidén a la metamorfosis de las larvas de
erizo blanco utilizando las biopeliculas de 1, 2, 4 y 6 dias de formacion. En el
segundo experimento se utilizaron las biopeliculas de 5, 9, 11, 13 y 15 dias de

formacion.

Asimismo, se utilizé un control negativo el cual consistio en la adicion de
20 a 30 larvas competentes a una caja de 6 pozos estéril (sin biopelicula) con
agua de mar filtrada y esterilizada (AMF). El control positivo consistid en la
adiciéon de 20 a 30 larvas competentes en agua de mar filtrada y esterilizada que
contenia KCI a una concentracion final de 100mM. En esta solucion las larvas
permanecieron por un tiempo de 15 a 20 minutos.

Posteriormente las larvas fueron retiradas y puestas en 5mL de agua de

mar filtrada y esterilizada. Los controles también fueron realizadas 6 replicas.
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4.6 Evaluacion de lainduccion a la metamorfosis

La evaluacién del porcentaje de induccién a la metamorfosis se llevo
acabo cuantificando el nimero de postlarvas en cada pozo, multiplicando por
100 el total de estas y dividiendo el resultado entre el total de larvas en el pozo
(Fig. 3A). El procedimiento anterior se realizd para cada una de las réplicas. Se
consideraron como postlarvas cuando se observo la presencia de espinas, pies
ambulacrales y la reabsorcion del epitelio larval (Fig. 3B). Tanto los tratamientos
de induccién a la metamorfosis como los controles fueron evaluados a las 12,

24, 48 y 72h después de poner la larva en cada uno de los tratamientos.

Figura 3. Evaluacion de la metamorfosis. (A) larva de erizo competente, (B) postlarva
de erizo blanco donde se aprecia la presencia de espinas, pies ambulacrales y se observa
la reabsorcién del epitelio larval.

4.7 Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas

De los tratamientos de induccion a la metamorfosis realizados en donde
se observo un mayor porcentaje de metamorfosis de las larvas de erizo blanco,
se tom6 una muestra de 1cm? de la biopelicula mediante la utilizacién de

hisopos estériles. Posteriormente, el hisopo fue introducido en 9ml de agua de
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mar estéril y agitado varias veces para que las bacterias se resuspendieran. Se
realizaron diluciones de 10™, 102y 10 en un volumen final de 10mL de agua de
mar estéril. De cada tubo de dilucion asi como del tubo original se tomaron
100uL, y se sembraron en cajas de Petri con medio (agar) Zobell (ver Medios de
Cultivo). Las colonias se cultivaron durante 7 dias a una temperatura

comprendida entre 22 y 25°C.

Todas las colonias encontradas tanto en las diluciones asi como en el
tubo original fueron seleccionadas con base en caracteristicas morfologicas
como el color, el tamafio, la forma y la elevacién de la colonia. Los diferentes
morfotipos bacterianos encontrados, fueron sembrados por separado en medio
Zobell.

Para la purificacion de las cepas bacterianas encontradas, se realizaron

de 3 a 5 transferencias de las cepas originales a medio liquido y sdlido Zobell.

4.8 Preservacion y almacenamiento de las cepas aisladas

Las cepas bacterianas asiladas y purificadas fueron cultivadas en 10mL
de medio Zobell liquido por un periodo que vari6 entre 24 y 48hr a una
temperatura de 23 a 25°C. Posteriormente en tubos de microcentrifuga de 1.5mL
se adicion6 1mL de cultivo de cada cepa por separado. Posteriormente a cada
tubo se le adicionaron 500uL de glicerol al 10%, y se centrifugaron a 13,0009

para al final decantar el sobrenadante procurando dejar un poco de medio de
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cultivo con el pelet. Una vez realizado lo anterior, las cepas fueron almacenadas

a-70°C.

4.9 Generacion de peliculas bacterianas monoespecificas

Cada cepa bacteriana aislada se cultivo en 10mL de medio liquido Zobell
por un periodo que varié entre 24 y 48hr hasta que alcanzaron una densidad
mayor a 10" células mL™. Posteriormente, en cajas de plastico de 6 pozos se
adicioné un volumen determinado de bacterias en cada pozo (dependiendo de la
concentracion bacteriana de cada cepa) con medio liquido Zobell en un volumen
final de 5mL, con la finalidad de que todas las cepas bacterianas tuvieran la
misma densidad inicial de 10" células mL™ al momento de empezar la formacién
de la pelicula monoespecifica. Se utiliz6 la siguiente ecuacién para determinar el
volumen de cultivo bacteriano necesario para iniciar la formacién de la pelicula
bacteriana a una concentracién bacteriana de 10’ células mL™ (Ec. 1). Los
volimenes que fueron adicionados de cada cepa bacteriana se resumen en las
tablas Xl, Xl y XIII (ver apéndice II).

Ec. 1:

Volumena _ Concentracién deseada *
Adicionar Concentracion del medio de cultivo

5mL

Las cajas de seis pozos fueron mantenidas a una temperatura de 22 a

25°C durante 48h para favorecer el crecimiento bacteriano y la formacion de la
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pelicula en los pozos. Transcurridas 48h, se retir6 el medio de cultivé y se
enjuago la pelicula de 1 a 2 veces con agua de mar filtrada y esterilizada para
eliminar el exceso de bacterias. Por ultimo se adicionaron 5mL de agua de mar

estérilizada para los experimentos de induccion a la metamorfosis.

En el presente trabajo se utilizaron capas bacterianas aisladas de las
biopeliculas generadas en acuarios en presencia de erizos blancos adultos, las
cuales fueron nombradas con el cédigo PBB (Tabla IV) , donde las letras PB
significan Proyecto Biopeliculas y la segunda letra B significa que fueron
aisladas en presencia de erizos blancos. También fueron utilizadas cepas
bacterianas obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del
Desarrollo del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (110), las cuales fueron
aisladas a partir de biopeliculas generadas en estanques con presencia de
erizos blancos y morados adultos (por separado) por la estudiante Margarita
Gonzalez como parte de su trabajo de licenciatura. Las cepas bacterianas
aisladas de erizo blanco se les nombr6 con el cddigo BA y BB, en donde la
primera letra B significa que fueron aisladas de estanques que contenian erizo
blanco y la segunda letra A y B corresponden al nimero de experimentos
realizados, es decir, experimento A y experimento B. De igual manera, las cepas
bacterianas aisladas en presencia de erizo morado se nombraron con el cddigo
MA y MB, en donde, la letra M significa que fueron aisladas de estanques que
contenian erizo morado y la letra A y B corresponden al numero de

experimentos realizados.
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4.10 Ensayos de induccion a la metamorfosis con peliculas bacterianas

monoespecificas

A las cajas de 6 pozos con las peliculas bacterianas monoespecificas se
les adicionaron de 20 a 30 larvas competentes en cada pozo. Se realizaron tres
réplicas por cada cepa bacteriana utilizada. Asimismo, se utiliz6 un control
negativo que consistié en colocar de 20 a 30 larvas competentes en una caja de
6 pozos estéril (sin biopelicula) en 5mL de agua de mar filtrada y esterilizada
(AMF) y un control positivo en donde se adicionaron de 20 a 30 larvas
competentes en 5ml de agua de mar filtrada y esterilizada con KCl a una
concentracion final de 100mM. En esta solucidon las larvas permanecieron
durante 15 minutos. Posteriormente las larvas fueron retiradas y pasadas a 5mL
de agua de mar filtrada y esterilizada. Los controles también se realizaron por
triplicado y se evalud en cada tratamiento el porcentaje de metamorfosis a las

12, 24, 48 y 72 horas después de adicionadas las larvas.
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4.11 Identificacion de las cepas bacterianas inductoras de la metamorfosis

La identificacién de las cepas bacterianas inductoras de la metamorfosis

se llevo acabo de acuerdo a su morfologia y mediante el uso de pruebas

bioquimicas.

4.11.1 Morfologia

En la figura 4 se observan algunos de los aspectos que fueron tomados

en cuenta para llevar acabo la diferenciacion de las cepas bacterianas de

acuerdo a caracteristicas morfoldgicas de las colonias.

Forma
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Figura 4. ldentificacién morfoldgica de cepas bacterianas. Aspectos morfoldgicos de
las cepas bacterianas, para la identificacion de las cepas bacterianas inductoras de la
metamorfosis.
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4.11.2 Pruebas bioquimicas

Para la identificacibn de las cepas bacterianas inductoras de la
metamorfosis en larvas de erizo blanco, se realizaron diferentes pruebas
bioquimicas. Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las
recomendaciones de Hansen y Sorheim (1991), para aislados marinos (ver tabla

| y preparacion de medios).

Tabla 1. Pruebas fenotipicas, fisioldgicas y bioguimicas usadas para la identificacién
de las cepas bacterianas.

Tincién de Gram. Voges Proskauer
Oxidacion / Fermentacion | Sensibilidad al 0/129
Catalasa Medio TCBS
Oxidasa Salinidad 0%
Movilidad Salinidad 6%

Indol Salinidad 8%

Rojo de Metilo Medio McConkey

También se realizaron otras pruebas bioquimicas mediante el uso del Kit
de identificacion rapida API 20 para bacterias entéricas y no entéricas (APl 20E:
Cat. 20160, API 20NE: Cat. 20050, BioMerieux). Este sistema de identificacion
rapida se disefio originalmente para la identificacion de bacterias de interés

clinico, pero debido a la gran variedad de pruebas bioquimicas que contiene, es
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de gran utilidad para realizar de manera rapida y eficaz mas de 30 pruebas
bioquimicas, con lo cual se puede llegar a una mejor identificacion de las cepas

bacterianas.

4.11.3 Identificacion de las cepas bacterianas

La identificacién de las cepas bacterianas inductoras se realiz6 mediante
el uso del Manual Bergey’s (Holt et al., 1994), asi como de diferentes esquemas
taxondmicos para la identificacion de bacterias marinas (Oliver, 1982; Muroga et

al. 1987; Alsina y Blanch, 1994a; Alsina y Blanch, 1994Db).

4.12 Andlisis Estadisticos

A los datos de porcentaje de metamorfosis, se les realizé la
transformacion arco-seno antes de realizar los analisis estadisticos. Las réplicas
gue presentaban valores de cero induccion a la metamorfosis se les dio un valor
de %in (n= numero de larvas en cada réplica), con el fin de mejorar la
transformacion. Las diferencias estadisticas fueron probadas mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una via (o = 0.05). Cuando la normalidad de
los residuos (Kolmogorov-Smirnov, prueba g-q) y la homogeneidad de varianzas
no se cumplio, se realizd un ANOVA por rangos de Kruskal-Wallis.

Las comparaciones multiples se realizaron mediante la prueba de

minimos cuadrados (Fisher’'s LSD) y la prueba Student-Newman-Keuls (SNK).
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Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el uso de los
programas Sigma Stat software ver. 2.0 (Jandel Scientifics) y Statgraphics Plus

ver. 1.4.
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5. Resultados

5.1 Induccién al desove, colecta de gametos y fertilizacion

En todos los desoves realizados los erizos respondieron con liberacion de
gametos. Como observamos en la figura 5 (A), en los extremos se encuentran 2
hembras con liberacion de 6vulos, en el centro la liberacion de espermatozoides
de un macho, en la figura 5(B) se aprecian los ovulos sin fertilizar, mientras que

en la figura 5(C) se observan los 6vulos fertilizados.

En general, en casi todos los desoves, se encontraron mas machos que
hembras, en una relacion de 2 :1. Las larvas mantenidas en los tanques conicos
(Fig. 5D) alcanzaron el estadio de competencia alrededor de los 22 y 25 dias

después de la fertilizacion a una temperatura entre 20 y 22°C.
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Figura 5. Induccion al desove, fertilizacion y mantenimiento de la larva de erizo blanco
Lytechinus pictus. (A) liberacion de gametos, en los extremos se observan dos hembras,
en el centro un macho. (B) dvulos sin fertilizar. (C) 6vulos fertilizados en donde se
observa la membrana de fertilizacion y (D) tanques de 45L donde se mantuvieron las
larvas hasta alcanzar el estadio de competencia.

5.2 Induccién de la metamorfosis mediante biopeliculas

5.2.1 Biopeliculas de 1, 2, 4 y 6 dias de formacion

La induccion a la metamorfosis en larvas de erizo blanco después de 12
horas de exposiciobn a las biopeliculas mostr6 muy poca diferencia en la
respuesta de las larvas a los diferentes tratamientos (Fig. 6A)(Kruskal-Wallis, P <

0.05). Se obtuvieron porcentajes similares de induccion a la metamorfosis con
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las biopeliculas de erizo blanco (10.5%) y las biopeliculas generadas con
invertebrados marinos (10.8%) (SNK, P > 0.05); mientras que las biopeliculas
generadas en presencia de erizo morado y agua de mar presentaron porcentajes
un poco menores (8.5%). Las biopeliculas generadas en presencia de
invertebrados marinos y erizo blanco de 4 y 6 dias de formaciéon presentaron
diferencias significativas con respecto a las biopeliculas de erizo morado y agua
de mar (SNK, P < 0.05), también presentaron diferencias significativas con el
control negativo (SNK, P < 0.05). Todos los tratamientos presentaron diferencias
significativas con respecto al control positivo (KCI) (SNK, P < 0.05)(Fig. 6A).

El mismo patrén de induccion a la metamorfosis fue observado a las 24
horas de exposicion de las larvas de erizo blanco a las biopeliculas, en donde se
encontré una diferencia significativa entre los tratamientos (ANOVA 1-via, P <
0.05)(Fig. 6B). Porcentajes similares fueron observados en las biopeliculas de
erizo blanco (15.2%) y las biopeliculas de invertebrados marinos (14.6%) (LSD,
P > 0.05), por otro lado las biopeliculas de erizo morado y agua de mar
presentaron valores mas bajos (9.5%). De la misma manera a lo observado en la
evaluacion a las 12 horas, se encontraron diferencias significativas de las
biopeliculas de erizo blanco e invertebrados marinos con respecto a las de erizo
morado y agua de mar (LSD, P < 0.05), asi también se encontraron diferencias
con respecto al control negativo (LSD, P < 0.05). Todos los tratamientos
presentaron diferencias estadisticas en relacidén con el control positivo (LSD, P >

0.05)(Fig. 6B).
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Fig. 6. Induccién a la metamorfosis del erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 12h
(A) y 24h (B) de exposicion a biopeliculas generadas en presencia de organismos
adultos de erizo blanco, erizo morado, invertebrados marinos y agua de mar
(n=6). Las biopeliculas se generaron por periodos del, 2, 4 y 6 dias en todos los
tratamientos. Las lineas verticales representan el error estdndar. Los asteriscos
arriba de las columnas (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) de los
tratamientos comparados con el control negativo (AMF). AMF = Agua de mar
filtrada a .22um y esterilizada. KCIl = Induccion con KCI 100mM por 15 min y
luego en AMF por el resto del experimento.
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5.2.2 Biopeliculas de 5, 9, 11, 13y 15 dias de formacion

Después de 12 horas de exposicidon de las larvas a las diferentes
biopeliculas, encontramos que las biopeliculas generadas en presencia de
erizos blancos adultos favorecieron la induccion a la metamorfosis de las larvas
de erizo blanco (Fig. 7). Los porcentajes de induccion a metamorfosis mas altos
fueron muy similares en las biopeliculas generadas en presencia de erizos
blancos (73.2%). Por otro lado, porcentajes de induccibn a metamorfosis
menores fueron encontrados en todas las biopeliculas de erizo morado (36.2%),
invertebrados marinos (23%) y agua de mar (24.7%)(Fig. 7). Se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA 1-via, P < 0.05), siendo
las biopeliculas de erizo blanco diferentes al resto de los tratamientos (erizo
morado, invertebrados marinos y agua de mar) y al control negativo (LSD, P <
0.05), pero no hubo diferencias con el control positivo (LSD, P > 0.05). La
mayoria de los tratamientos presentaron diferencias significativas con respecto
al control negativo (LSD, P < 0.05)(Fig. 7).

Porcentajes de metamorfosis observados a las 24 horas en presencia de
biopeliculas de erizo blanco permanecieron siendo los méas altos (84.3%) y
similares entre si (Fig. 8). Valores menores y similares fueron encontrados en
presencia de las biopeliculas de erizo morado (46.25%), invertebrados marinos
(44.6%) y agua de mar (38%) a excepciéon de la biopelicula de agua de mar de
13 dias de formacion, en donde se observo un porcentaje de metamorfosis de

63.3% (Fig. 8).
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Fig. 7. Induccién a la metamorfosis del erizo blanco (Lytechinus pictus) después
de 12h de exposicibn a biopeliculas generadas en presencia de organismos
adultos de erizo morado, erizo blanco, invertebrados marinos y agua de mar
(n=6). Las biopeliculas se generaron por periodos de 5, 9, 11, 13 y 15 dias en
todos los tratamientos. Las lineas delgadas representan el error estandar. Los
asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias significativas (P < 0.05)
de los tratamientos comparados con el control negativo (AMF). AMF = Agua de
mar filtrada a .22um y esterilizada. KCI = Induccién con KCI 100mM por 15 min y
lueao en AMF por el resto del experimento.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA
l-via, P < 0.05), en donde las biopeliculas de erizo blanco presentaron
diferencias significativas con el resto de los tratamientos (erizo morado,
invertebrados marinos y agua de mar) y el control negativo (LSD, P < 0.05), pero
no presentaron diferencias con el control positivo (LSD, P > 0.05). También, la

biopelicula obtenida del tratamiento con agua de mar de 13 dias presento6
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diferencias significativas con el resto de los tratamientos y ambos controles
(LSD, P < 0.05). Todos los tratamientos presentaron diferencias significativas

con respecto al control negativo (LSD, P < 0.05)(Fig. 8).
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Fig. 8. Induccién a la metamorfosis del erizo blanco (Lytechinus pictus) después
de 24h de exposicibn a biopeliculas generadas en presencia de organismos
adultos de erizo morado, erizo blanco, invertebrados marinos y agua de mar
(n=6). Las biopeliculas se generaron por periodos de 5, 9, 11, 13 y 15 dias en
todos los tratamientos. Las lineas delgadas representan el error estandar. Los
asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias significativas (P < 0.05)
de los tratamientos comparados con el control negativo (AMF). AMF = Agua de
mar filtrada a .22um y esterilizada. KCI = Induccién con KCI 100mM por 15 min y
luego en AMF por el resto del experimento.

Se realizé una ultima evaluaciéon de todos los tratamientos a las 48 horas,

en donde se encontré que las biopeliculas generadas en presencia de erizos
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blancos adultos permanecian siendo las que mejor indujeron a la metamorfosis a
las larvas de erizo blanco, alcanzando porcentajes de induccién hasta del
88.9%. También se observd otro valor de induccién a la metamorfosis alto, el
cual correspondi6 a la biopelicula de agua de mar de 13 dias, promoviendo una
induccion a la metamorfosis de 70.5%, la cual resulté un poco mayor a lo
observado a las 24 horas durante el mismo experimento. El resto de las
biopeliculas presentaron valores mas bajos y muy similares entre si. Las
biopeliculas de erizo morado alcanzaron un porcentaje de 52%, las biopeliculas
de invertebrados marinos un 52.3% y las biopeliculas de agua de mar un 45.1%
de induccién a la metamorfosis de las larvas de erizo blanco (Fig. 9. Diferencias
significativas fueron encontradas entre todos los tratamientos (Kruskal-Wallis, P
< 0.05).

De manera similar a lo encontrado en la evaluacién a las 12 y 24 horas,
los porcentajes de metamorfosis obtenidos con las biopeliculas generadas en
presencia de erizos blancos adultos presentaron diferencias significativas con el
resto de los tratamientos (SNK, P < 0.05), pero no presentaron diferencias con
los porcentajes obtenidos con la biopelicula de 13 dias de formacion generada
en presencia de agua de mar ni con el control positivo (SNK, P > 0.05). De igual
manera, los porcentajes obtenidos en el tratamiento con la biopelicula de 13 dias
generada en agua de mar presentaron diferencias significativas con el resto de
las biopeliculas generadas en presencia de erizos e invertebrados (SNK, P <
0.05), sin embargo, no presenté diferencias con respecto al control positivo

(SNK, P > 0.05). De nuevo todos los tratamientos presentaron diferencias
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significativas con respecto al tratamiento donde las larvas permanecieron en

presencia de agua de mar filtrada y esterilizada (control negativo) (SNK, P <

0.05)(Fig. 9).
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Fig. 9. Induccién a la metamorfosis del erizo blanco (Lytechinus pictus) después
de 48h de exposicion a biopeliculas generadas en presencia de organismos
adultos de Erizo Morado, Erizo Blanco, invertebrados marinos (Inv. Marinos) y
Agua de Mar (n=6). Las biopeliculas se generaron por periodos de 5, 9, 11, 13 y
15 dias en todos los tratamientos. Las barras delgadas representan el error
estandar. Los asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias
significativas (P < 0.05) de los tratamientos comparados con el control negativo
(AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um vy esterilizada. KCI = Induccién con
KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto del experimento.
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5.3 Obtencién de cepas bacterianas a partir de las biopeliculas inductoras

a la metamorfosis en larvas de erizo blanco

Se aislaron las cepas bacterianas a partir de las biopeliculas de 15 dias
de formacién en presencia de erizo blanco e invertebrados marinos, debido a
gue en la biopelicula de estos dias de formacion se observo el mayor porcentaje
de induccién a la metamorfosis. De la misma manera, para las biopeliculas de
erizo morado y agua de mar, las cepas bacterianas fueron asiladas de las
biopeliculas de 13 dias de formacién. En la siguiente tabla se muestra la

cantidad de cepas bacterianas aisladas de cada una de las biopeliculas.

Tabla Il. NUumero de cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas generadas en presencia
de organismos adultos de erizo blanco (Lytechinus pictus), erizo morado
(Strongylocentrotus purpuratus), invertebrados marinos y agua de mar.

Biopelicula Cepas Bacterianas

Erizo Blanco 9

Erizo Morado 8
Invertebrados Marinos 7

Agua de Mar 10

Se encontraron bacterias muy diferentes en cuanto a forma de las
colonias, elevacion y coloracion de las colonias. En la figura 10, observamos las
colonias aisladas del tratamiento de invertebrados marinos (A), en donde se

puede apreciar las diferentes formas de las colonias y la presencia de una cepa
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obscura. La figura 10(B) muestra las cepas asiladas del tratamiento de erizo
blanco en donde la mayoria de las cepas presentaron una coloracion semejante.
La figura 10 (C y D) nos muestran las cepas aisladas de las biopeliculas
obtenidas de acuarios con adultos de erizo morado y agua de mar
respectivamente. Las cepas de erizo morado presentaron una variacion de color,
principalmente colonias amarillas, mientras que las de agua de mar presentaron

colonias amarillas y naranjas.

Figura 10. Cepas bacterianas aisladas de las diferentes biopeliculas generadas en presencia
de organismos adultos de (A) invertebrados marinos, (B) erizo blanco (Lytechinus pictus),
(C) erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) y (D) agua de mar.
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5.4 Generacién de peliculas bacterianas monoespecificas

Los valores de absorbancia y concentracién bacteriana (células mL™)
utilizados para la generacion de las peliculas bacterianas monoespecificas
(concentracion inicial de 10’ células mL™) se resumen en las tablas XI, Xl y XIII

(ver apéndice).

5.5 Induccion a la metamorfosis mediante peliculas bacterianas

monoespecificas

5.5.1 Cepas aisladas de la biopelicula de erizo blanco de 15 dias de

formacién

Se realizaron ensayos de respuesta de las larvas de erizo blanco a la
induccion a metamorfosis en presencia de 8 cepas bacterianas. La cepa
bacteriana con el cddigo PBB9 no pudo ser utilizada debido a que se
presentaron problemas en el manejo de la misma.

El porcentaje de inducciébn a la metamorfosis a las 12 horas fue
practicamente nulo (Fig. 10). Los valores de metamorfosis observados en
presencia de la cepa PBB4 y PBB8 fueron de 1.6%. No se encontraron
diferencias significativas de estos tratamientos con respecto al control negativo
(Kruskal-Wallis > 0.05)(Fig. 11A), pero si se encontraron diferencias

significativas con respecto al control positivo con KCI (SNK, P < 0.05).
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Fig. 11. Porcentaje de induccién a la metamorfosis de larvas de erizo blanco
Lytechinus pictus a las 12 (A) y 24h (B) de exposicion a peliculas bacterianas
monoespecificas obtenidas a partir de biopeliculas de 15 dias de formacién en
presencia de erizos blancos adultos (n=3). Las barras delgadas representan el
error estandar. Los asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias
significativas (P < 0.05) de los tratamientos comparados con el control negativo
(AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um y esterilizada. KCI = Induccién con
KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto del experimento.
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Se observo un incremento en el porcentaje de induccion a metamorfosis
en las larvas de erizo blanco en presencia de la cepa PBB4 (15%) a las 24 horas
de exposicion (Fig. 11B). El resto de las cepas bacterianas presentaron
porcentajes de induccibn mas bajos (5%). No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (Kruskal-Wallis, P >
0.05), pero si se encontraron diferencias significativas con respecto al control

positivo con KCI (SNK, P < 0.05)(Fig. 11B).
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Fig. 12. Porcentaje de induccién a la metamorfosis de larvas de erizo blanco
Lytechinus pictus a las 48h de exposicion a peliculas bacterianas monoespecificas
obtenidas a partir de la biopelicula de 15 dias de formacién en presencia de erizos
blancos adultos (n=3). Las barras delgadas representan el error estandar. Los
asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) de
los tratamientos comparados con el control negativo (AMF). AMF = Agua de mar
filtrada a .22um y esterilizada. KCI = Induccién con KCI 100mM por 15 min y luego
en AMF por el resto del experimento. El significado del cddigo individual de las
cepas bacterianas esta referido en el texto en la seccion de metodologia
(Generacion de peliculas bacterianas monoespecificas).
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A las 48 horas de evaluacion, los porcentajes de induccién a la
metamorfosis obtenidos fueron muy similares entre las diferentes cepas
bacterianas utilizadas en forma individual (12 — 16%)(Fig. 12). No se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo con AMF
(ANOVA 1-via, > 0.05), pero si se encontraron diferencias significativas de los

tratamientos con respecto al control positivo con KCI (LSD, < 0.05).

Porcentajes de induccion a la metamorfosis entre el 15 y 25% fueron
observados en los tratamientos con las cepas bacterianas PBB2 — PBB6 a las
72 horas de evaluacién (Fig. 13). En los tratamientos con las cepas bacterianas
restantes se presentaron valores similares y estuvieron por debajo del 8%. Se
encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos (ANOVA 1-via,
P < 0.05). Los tratamientos con las cepas bacterianas PBB2 — PBB6 presentaron
diferencias significativas con respecto al control negativo con AMF (LSD, P <
0.05), el resto de las cepas bacterianas no presentaron diferencias con el AMF
(LSD, P > 0.05). Todas las cepas bacterianas presentaron diferencias
significativas con el control positivo con KCI y el porcentaje de metamorfosis

obtenido con estas, siempre fue menor (LSD, P < 0.05).
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Fig. 13. Porcentaje de induccién a la metamorfosis de larvas de erizo blanco
Lytechinus pictus a las 72h de exposicion a peliculas bacterianas
monoespecificas obtenidas a partir de las biopeliculas de 15 dias de formacién
en presencia de erizos blancos adultos (n=3). Las barras delgadas representan
el error estandar. Los asteriscos arriba de las columnas (*) indican diferencias
significativas (P < 0.05) de los tratamientos comparados con el control negativo
(AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um y esterilizada. KCI = Induccién con
KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto del experimento. El
significado del cédigo individual de las cepas bacterianas esta referido en el
texto en la seccion de metodologia (Generacion de peliculas bacterianas
monoespecificas).
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5.5.2 Induccion a la metamorfosis mediante cepas bacterianas aisladas de
biopeliculas en presencia de erizos blancos adultos, obtenidas del

cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110)

La respuesta de las larvas de erizo blanco a las cepas bacterianas a las
24 horas de exposicion fue dividida en 2 grupos. En el primer grupo
encontramos a las cepas bacterianas en donde se observé el mayor porcentaje
de induccién a la metamorfosis. Encontramos 6 cepas bacterianas (BA5, BAG,
BAll, BB3, BB6 y BB9), en donde se obtuvieron porcentajes similares (15 -
24%) de inducciébn a la metamorfosis (Fig. 14A). El segundo grupo lo
comprendieron las cepas bacterianas BA3, BA9, BA10, BA12 y BB7, en donde
se observaron porcentajes de induccion a la metamorfosis mas bajos (1 - 5%).
Existieron diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA 1-via, P <
0.05), en donde las cepas bacterianas del grupo 1, siempre resultaron con
porcentajes de induccion a la metamorfosis mayores con respecto a las cepas
bacterianas del grupo 2 y con el control negativo con AMF (LSD, P < 0.05). Por
otro lado, las cepas bacterianas del grupo 2 no presentaron diferencias con el
control negativo (LSD, P > 0.05). Todas las cepas presentaron diferencias

significativas con respecto al control positivo con KCI (LSD, P < 0.05)(Fig. 14A).
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Fig. 14. Porcentaje de la induccion a metamorfosis de larvas de erizo blanco Lytechinus
pictus a las 24(A) y 48(B) horas de exposicion a peliculas bacterianas monoespecificas
obtenidas del cepario del laboratorio de Biologia del Desarrollo (IIO) a partir de las
biopeliculas generadas en presencia de erizos blancos adultos (n=3). Las barras
delgadas representan el error estandar. Los asteriscos arriba de las columnas (*) indican
diferencias significativas (P < 0.05) de los tratamientos comparados con el control
negativo (AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um vy esterilizada. KCI = Induccién con
KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto del experimento. El significado del
codigo individual de las cepas bacterianas esta referido en el texto en la seccién de
metodologia (Generacién de peliculas bacterianas monoespecificas).
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A las 48 horas de evaluacion de exposicién de las larvas a las peliculas
bacterianas fue posible dividir las cepas bacterianas en tres grupos de acuerdo a
los valores de induccién a la metamorfosis observados en las larvas de erizo
blanco. El grupo 1 lo comprendieron las cepas BA6 y BAll, las cuales,
presentaron los valores mas altos de induccion a la metamorfosis en las larvas
de erizo blanco (48%)(Fig. 14B). En el grupo 2 encontramos a las cepas BAS5,
BA9, BB3, BB6 y BB9, éstas presentaron porcentajes similares de induccion a la
metamorfosis (26 — 34%), pero un poco menores en relacion a las del grupo 1.
El resto de las cepas bacterianas (BA3, BA10, BA12, BB7) comprenden el grupo
3, en donde se observaron valores de induccidon a metamorfosis por debajo del

13% (Fig. 14B).

Estadisticamente, las cepas del grupo 1 no presentaron diferencias
significativas con respecto a las del grupo 2 y el control positivo con KCI (LSD, P
> 0.05), pero ambos grupos si presentaron diferencias significativas con el grupo
3 y con el control negativo con AMF (LSD, P < 0.05). Las cepas del grupo 3 no
presentaron diferencias significativas con respecto al control con AMF (LSD, P >
0.05), pero si presentaron diferencias con el control positivo con KCI (LSD, P <

0.05)(Fig. 14B).
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5.5.3 Induccion a la metamorfosis mediante cepas bacterianas aisladas de
biopeliculas en presencia de erizos morados adultos obtenidas del

cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110)

Los porcentajes de la induccién a metamorfosis en larvas de erizo blanco
a las 12 horas de exposicion con cepas bacterianas aisladas en presencia de
erizos morados adultos fueron muy bajos. La cepa MA5 alcanzé un valor de
11.1%, el resto de las cepas bacterianas alcanzaron valores menores al 1.5% o
en su defecto valores nulos (0%)(Fig. 15A). Se encontraron diferencias
significativas entre la cepa MA5 y el resto de las cepas bacterianas (SNK, P <
0.05), asi como con los controles con AMF y KCI (SNK, P < 0.05). A las 24 horas
se obtuvieron porcentajes similares en las cepas MA5, MA1l1 y MB3 (7 -11%).
Valores de induccion por debajo del 3% se observaron en las cepas restantes
(Fig. 15B). Hubo diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA 1-via,
P < 0.05), en donde los tratamientos con las cepas bacterianas que presentaron
los porcentajes mayores de induccion a la metamorfosis (MA5, MA11l y MB3)
fueron significativamente diferentes con el resto de la cepas bacterianas (MAG,
MA14 y MB2) y con ambos controles (LSD, P < 0.05). Los tratamientos con las
cepas bacterianas que presentaron valores por debajo del 3% de induccién a
metamorfosis no tuvieron diferencias significativas con respecto al control
negativo con AMF (LSD, P > 0.05), pero si se encontraron diferencias con el

control positivo con KCI (LSD, P < 0.05)(Fig. 14B).
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Fig. 15. Porcentaje de la induccion a la metamorfosis de larvas de erizo blanco
Lytechinus pictus a las 12(A) y 24(B) horas de exposicion a peliculas bacterianas
monoespecificas obtenidas del cepario del laboratorio de Biologia del Desarrollo (110) a
partir de las biopeliculas generadas en presencia de erizos morados adultos (n=3). Las
barras delgadas representan el error estdndar. Los asteriscos arriba de las columnas
(*) indican diferencias significativas (P < 0.05) de los tratamientos comparados con el
control negativo (AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um y esterilizada. KC| =
Induccién con KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto del experimento. El
significado del codigo individual de las cepas bacterianas esta referido en el texto en
la seccion de metodologia (Generacion de peliculas bacterianas monoespecificas).
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Porcentajes similares de induccion a la metamorfosis entre los
tratamientos fueron observados a las 48 horas de exposicion de las larvas de
erizo blanco a las cepas bacterianas. Las cepas MA5 y MA6 presentaron valores
similares de induccion a la metamorfosis, equivalnetes al 17%. Por otro lado,
valores un poco menores fueron observados en las cepas MA14 y MB3 (12%).
Por ultimo las cepas MAl1l y MB2 mostraron valores de induccion a la
metamorfosis menores al 6% (Fig. 16A). Aun asi, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (SNK, P > 0.05), tampoco en relacion con el
control negativo con AMF (SNK, P > 0.05), pero si se encontraron diferentas
significativas de los tratamientos con el control positivo con KCI, en donde en
este Ultimo se obtuvieron siempre porcentajes de metamorfosis mayores a los
obtenidos en los tratamientos (SNK, P < 0.05)(Fig. 16A). La respuesta de la
larva a metamorfosear en presencia de las cepas bacterianas a las 72 horas de
evaluacion, fue muy similar a lo obtenido a las 48 horas. La cepa MA6 presentd
el valor mas elevado de induccion a la metamorfosis de las larvas de erizo
blanco (26%); porcentajes menores fueron observados en las cepas MA5, MA14
y MB3 (17%) y valores por debajo del 8% fueron observados en las cepas MA11l
y MB2 (Fig. 16B). De igual manera que lo encontrado en la evaluacién a las 48
horas, a las 72 horas no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (SNK, P > 0.05), tampoco se encontraron diferencias significativas
de los tratamientos con el control negativo con AMF (SNK, P > 0.05) y si
existieron diferencias significativas de los tratamientos con el control positivo con

KCI, en donde este ultimo siempre fue mayor (SNK, P < 0.05)(Fig. 16B).
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Fig. 16. Porcentaje de la induccion a la metamorfosis de larvas de erizo blanco
Lytechinus pictus a las 48(A) y 72(B) horas de exposicion a peliculas bacterianas
monoespecificas obtenidas del cepario del laboratorio de Biologia del Desarrollo (110O)
a partir de las biopeliculas generadas en presencia de erizos morados adultos (n=3).
Las barras delgadas representan el error estdndar. Los asteriscos arriba de las
columnas (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) de los tratamientos
comparados con el control negativo (AMF). AMF = Agua de mar filtrada a .22um vy
esterilizada. KCI = Induccién con KCI 100mM por 15 min y luego en AMF por el resto
del experimento. El significado del cédigo individual de las cepas bacterianas esta
referido en el texto en la seccibn de metodologia (Generacién de peliculas
bacterianas monoespecificas).
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5.6 Identificacion morfoldgica y bioquimica de las cepas bacterianas

5.6.1 Cepas bacterianas asiladas de las biopeliculas en presencia de erizo
blanco de 15 dias de formacion

En la tabla Ill, se resumen las diferentes caracteristicas encontradas para

las diferentes cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas de 15 dias de

formacion generadas en presencia de erizos blancos adultos y en la figura 17 se

muestran algunos ejemplos de las cepas aisladas.

Tabla lll. Principales caracteristicas morfoldégicas de las cepas bacterianas aisladas de
las biopeliculas de 15 dias en presencia de erizos blancos adultos.

Cepa Bacteriana Caracteristicas (forma, elevacién, margen, color)
PBB1 Circular, convexa, entera, blanca
PBB2 Irregular, levantada, lobada, crema-amarillo
PBB3 Circular, umbonada, entera, transllcida
PBB4 Irregular, plana, lobada, opaca, amarilla-crema
PBB5 Circular, convexa, entera, opaca, amarilla-crema
PBB6 Circular, umbonada, entera, opaca, amarilla-crema
PBB7 Circular, convexa, entera, crema-blanca
PBBS Irregular, plana, lobada, translucida brillante
PBB9 Circular, pulvinada, entera, naranja brillante
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Figura 17. Cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas de 15 dias de
formacion generadas en presencia de erizos blancos adultos (Lytechinus pictus).
(A) PBB1, (B) PBB2, (C) PBB3 y (D) PBB6. El codigo de las cepas se indica
indica en el texto en la seccion de metodologia.

De acuerdo con la tincibn de Gram, todas las cepas aisladas
pertenecieron al grupo de las Gram-negativas. Se encontraron formas de cocos
y bacilos. En cuanto a los bacilos, encontramos formas de bacilos cortos y

largos. En la figura 18, se muestran algunos ejemplos.
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Figura 18. Tinciones de Gram. de las cepas aisladas de la biopeliculas de 15 dias
de formacion generada en presencia de erizos blancos adultos. (A) cepa PBB7,
cocos Gram-negativos, (B) cepa PBBS8, bacilos cortos Gram-negativos. El codigo
de las cepas se indica en el texto en la seccién de metodologia.
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En cuanto a las pruebas bioquimicas, se realizaron varias pruebas
mediante la elaboracién de medios de cultivo (ver metodologia), y pruebas de
identificacion rapida APl E y NE (Fig. 19). En la tabla 1V, se muestran los
resultados de todas las pruebas bioquimicas realizadas. No se pudo realizar las
pruebas a la cepa PBB4 ya que al momento de crecer la bacteria en medio
liquido y solido no presentd crecimiento y a pesar de que se realizaron varios

sembrados para intentar recuperar la cepa en ninguno hubo crecimiento.

En cuanto a la cepa PBBS8 se realizaron las primeras pruebas bioquimicas
mediante la elaboracion de medios de cultivo (Ver tabla 1), pero se presenté un
problema semejante a lo ocurrido con la cepa PBB4 al momento de realizar las
pruebas bioquimicas con el Kit API 20 E y NE. Por lo tanto para la cepa PBBS,

no se pudieron realizar las pruebas con los kit de identificacion rapida.

Figura 19. Resultados de las pruebas de identificacion rapida APl 20E. Cada uno de
los tubos representa una prueba biogquimica diferente. Mediante la variacién de color
en el tubo es posible determinar si la cepa bacteriana es positiva 0 negativa a la
reaccion.
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Tabla IV. Cepas bacterianas aisladas de la biopelicula de 15 dias generada en presencia de erizos blancos adultos.

I
i + + - - + +

N-acetil-glucosamina
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Reduccion nitratos (NO3) +
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Gluconato potasico (asimilacion) + + + + + + +
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Tabla IV. (continuacion)

Acido adipico (asimilacion)

Citrato trisddico (asimilacion)

ONPG + + + - - + -
Ornitina decarboxilasa - - - - - - -
Urea hidrdlisis - + - - - - -

MacConkey (crecimiento) + + - + - + - -

(+) reaccion positiva, (-) reaccion negativa
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Mediante las pruebas bioquimicas realizadas, se pudo llegar a determinar
a que grupo pertenecen las cepas bacterianas mediante el uso de esquemas de
identificacion y el manual Bergey's (1994), aun asi, no fue posible la
identificacion al nivel de especie.

Se encontrd tres cepas que pertenecieron a la familia de las
Enterobacterias (Enterobacteriaceae), pero no fue posible determinar el género
de dichas cepas bacterianas. Se encontraron también bacterias del género
Aeromonas pertenecientes a la familia Vibrionaceae y bacterias de los género
Flavobacterium y Paracoccus que pertenecen al subgrupo 4A (Bacilos y cocos
aerobios Gram-negativos) de acuerdo al Manual Bergey’s (1994). En la tabla V
se presenta a que familia o género pertenecieron cada una de las cepas

bacterianas aisladas.

Tabla V. Posibles familias o géneros a los que pertenecen las diversas cepas
bacterianas aisladas de la biopelicula de 15 dias de formacion generadas en presencia

de erizos blancos adultos (Lytechinus pictus).

Cepa Bacteriana Posible Familia o Género
PBB1 Enterobacteriaceae
PBB2 Aeromonas
PBB3 Paracoccus
PBB5 Enterobacteriaceae
PBB6 Aeromonas
PBB7 Enterobacteriaceae
PBB8 Aeromonas
PBB9 Flavobacterium
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5.6.2 Cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en presencia
de erizo blanco obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y
Biologia del Desarrollo (110)

En la tabla VI se resumen las caracteristicas morfologicas de las cepas
bacterianas aisladas de las biopeliculas generadas en estanques en presencia
de erizos blancos adultos (L. pictus), obtenidas del cepario del Laboratorio de
Ecologia y Biologia del Desarrollo (110) y en la figura 20 se muestran algunos

ejemplos de las cepas bacterianas.

Tabla VI. Principales caracteristicas morfolégicas de las cepas bacterianas aisladas de
biopeliculas generadas en estanques en presencia de erizos blancos adultos (Lytechinus
pictus), obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (I10).

Cepa Bacteriana Caracteristicas (forma, elevacién, margen, color)

BA3 Irregular, plana, entera, beige

BA5 Circular, convexa, entera, beige

BAG6 Circular, plana, entera, beige

BA9 Circular, plana, entera, beige
BA10 Circular, plana, entera, beige
BA11 Circular, convexa, entera, blanca brillante
BA12 Irregular, plana, entera, blanca brillante
BB3 Circular, convexa, entera, beige

BB6 Circular, convexa, entera, blanca brillante
BB7 Puntiforme, plana, entera, beige

BB9 Puntiforme, plana, entera, amarilla

[

Figura 20. Cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en estanques en
presencia de erizos blancos adultos (L. pictus), obtenidas del cepario del Laboratorio
de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110). (A) cepa BA3, (B) cepa BA9 y (C) Cepa
BB7. El codigo de las cepas se indica en el texto en la seccion de metodologia.
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De acuerdo a la tincion de Gram todas las cepas pertenecieron al grupo
de las Gram-negativas, presentaron forma de bacilos cortos y bacilos largos

(Fig. 21). En la tabla VII se resumen los resultados de las pruebas bioguimicas.

Figura 21. Tinciones de Gram. de las cepas de erizo blanco obtenidas del
Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (I1O). (A) cepa BA5, bacilos
cortos Gram-negativos, (B) cepa BA6, bacilos largos Gram-negativos. El cédigo
de las cepas se indica en el texto en la seccion de metodologia.
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Tabla VII. Cepas bacterianas aisladas de erizo blanco (L. pictus) obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia

del Desarrollo (110)

Fermentacion

Movilidad

Catalasa

Sensibilidad al 0/129 — 10ug
TCBS (crecimiento)

Salinidad 6%

Reduccion nitratos (NO3)
Arginina dihidrolasa

Gelatina hidrodlisis

D-glucosa (asimilacion)

D-manosa (asimilacion)

N-acetil-glucosamina (asimilacion)
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Tabla VII. (Continuacién)

Acido adipico (asimilacién)
Acido fenilacético (asimilacién)
API E (entérico)

Lisina decarboxilasa

Citrato trisodico

Urea hidrdlisis

Voges Proskauer

D- manitol (Fer/Ox)

D- sorbitol (Fer/Ox)

D- sacarosa (Fer/Ox)

Amigdalina (Fer/Ox)

Nitrato potésico (NO,)

MacConkey (crecimiento)

(+) reaccion positiva, (-) reaccion negativa
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De acuerdo con todos los resultados obtenidos de las pruebas
bioquimicas y la utilizacién de esquemas de identificaciéon y el manual Bergey’s
(1994), se pudo determinar que la mayoria de las cepas bacterianas
pertenecieron a la familia Vibrionacea, dentro de la cual se encontraron los
géneros Aeromonas, Photobacterium y Vibrio. También se encontré una cepa
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, pero no fue posible determinar a
gue género pertenece. Aun con todas las pruebas bioquimicas realizadas no fue
posible identificar las cepas al nivel de especie y solamente se llegé al nivel de
familia o género. En la tabla VIII se muestran las posibles familias o géneros a

los que pueden pertenecer las cepas bacterianas.

Tabla VIII. Posibles familias o géneros a los que pertenecen las cepas bacterianas
aisladas de biopeliculas generadas en estanques con presencia de erizos blancos
adultos (Lytechinus pictus), obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia

del Desarrollo (110).

Cepa Bacteriana Posible Familia o Género
BA3 Aeromonas 6 Vibrio
BAS5 Aeromonas
BAG Aeromonas
BA9 Aeromonas
BA10 Aeromonas
BA11l Aeromonas
BA12 Aeromonas
BB3 Vibrio 6 Photobacterium
BB6 Vibrio 6 Photobacterium
BB7 Aeromonas 06 Vibrio
BB9 Enterobacteriacea
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5.6.3 Cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en presencia

de erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus) obtenidas del

cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110)

En la tabla IX se resumen las caracteristicas morfologicas de las cepas

bacterianas de erizo morado que ya se tenian en el laboratorio. En la figura 22

se muestran algunos ejemplos de las cepas bacterianas.

Tabla IX. Principales caracteristicas morfolégicas de las cepas bacterianas aisladas de
biopeliculas generadas en estanques en presencia de erizos morados, obtenidas del
cepario del Laboratorio de Biologia del Desarrollo (110).

Cepa Bacteriana Caracteristicas (forma, elevacién, margen, color)
MAS Irregular, plana, lobada, blanca
MAG Circular, convexa, entera, beige
MA11l Circular, plana, entera, amarillo brillante
MA14 Puntiforme, plana, entera, beige
MB2 Irregular, plana, lobada, blanca
MB3 Irregular, convexa, ondulada, blanca

Figura 22. Cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en estanques en
presencia de erizos morados adultos, obtenidas del cepario del Laboratorio de Biologia
del Desarrollo (110). (A) cepa MA5, (B) cepa MA6 y (C) cepa MA11, (D) cepa MB2. El
cadigo de las cepas se explica en el texto en la seccion de metodologia.
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A las cepas de erizo morado se les realizo la tincion de Gram para
determinar su forma y al grupo al que pertenecian. Encontramos que todas
fueron Gram-negativas y presentan formas de bacilos y cocobacilos (Fig. 23). En

la tabla X se resumen las pruebas bioquimicas realizadas.

Figura 23. Tinciones de Gram. de las cepas de erizo morado obtenidas del
Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110). (A) cepa MA5, bacilos
cortos Gram-negativos, (B) cepa MAL11, cocobacilos Gram-negativos. El cédigo
de las cepas se explica en el texto en la seccion de metodologia
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Tabla X. Cepas bacterianas aisladas de erizo morado (S. purpuratus) obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y

Biologia del Desarrollo (110)

Fermentacion

+

Movilidad

1
+

1
+

1
+

Catalasa
Sensibilidad al 0/129 — 10ug
TCBS (crecimiento)

Salinidad 6%

+ + + + + +
+ + + + + +

+
+

Reduccion nitratos (NO3)

+
+
+

Arginina dihidrolasa

Gelatina hidroélisis

+
1
+
1
+
1

+
1
+
+
-+
1

D-glucosa (asimilacion)

D-manosa (asimilacion)

+
+

N-acetil-glucosamina (asimilacién)




€9

Tabla X. (continuacion)

Acido adipico (asimilacién)

Citrato trisédico (asimilacion)

ONPG

Ornitina decarboxilasa

Urea hidroélisis

Voges Proskauer

+
1
1
1
+

D- manitol (Fer/Ox)
D- sorbitol (Fer/Ox)
D- sacarosa (Fer/Ox)
Amigdalina (Fer/Ox)

Nitrato potasico (NOy)

+
+

MacConkey (crecimiento) + - - - + -

(+) reaccion positiva, (-) reaccion negativa
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Con la realizacién de las pruebas bioquimicas y el uso de esquemas de
identificacion y el manual Bergey's (1994), se pudo determinar que las cepas
bacterianas pertenecieron a grupos muy variados. Encontramos cepas del
género Aeromonas o Vibrio que pertenecen a la familia Vibrionaceae. Por otro
lado, se encontraron también cepas que pertenecen al género Pseudomonas,
las cuales pertenecen al subgrupo 4A (Bacilos y cocos aerobios Gram-
negativos). Como se observa en la tabla Xl, se encontraron dos cepas que no
fue posible hacer una identificaciébn (marcadas con un signo de interrogacion).
En el caso de la cepa MAG6, no se pudo determinar si pertenece al género
Deleya o bien al género Marinobacter, los cuales pertenecen al subgrupo 4A del
manual Bergey’s. Lo mismo sucedi6 para la cepa MA11, en donde no se pudo
determinar si pertenece a la familia de las Enterobacterias (Enterobacteriaceae)

o al género Cytophaga.

Tabla Xl. Posibles familias o géneros a los que pertenecen las cepas bacterianas
aisladas de biopeliculas generadas en estanques con presencia de erizos morados
adultos (Strongylocentrotus purpuratus), obtenidas del cepario del Laboratorio de

Ecologia y Biologia del Desarrollo (110).

Cepa Bacteriana Posible Familia o Género
MAS Aeromonas
MAG6 Deleya 6 Marinobacter (?)
MA11l Enterobacteriaceae 6 Cytophaga (?)
MA14 Pseudomonas
MB2 Pseudomonas
MB3 Aeromonas o Vibrio
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6. Discusién

En este trabajo se encontré6 que las biopeliculas de 1 a 5 dias de
formacion en presencia de erizos blancos y morados adultos, asi como
invertebrados marinos diversos y agua de mar en condiciones de laboratorio,
indujeron muy poco a la metamorfosis en larvas de erizo blanco, alcanzando
valores maximos de metamorfosis de 15.2%, a diferencia de lo que se encontrd
en biopeliculas de 9 a 15 dias de formacién en donde la induccion a la
metamorfosis en larvas de erizo blanco fue significativamente mayor (> 85%).

Hoy se sabe que las larvas de muchas especies de invertebrados
marinos llevan acabo el asentamiento y metamorfosis en respuesta a estimulos
producidos por bacterias que se encuentran formando biopeliculas (Thiyagarajan
et al. 1999; Huang y Hadfield, 2003; Huggett et al. 2006) y lo anterior se
corrobora para el erizo blanco Lytechinus pictus.

Es notable que las larvas de erizo blanco respondieron de mejor manera
a la induccion a la metamorfosis en presencia de biopeliculas con un mayor
tiempo de formacidén que en biopeliculas con menor tiempo de formacién. Algo
similar fue observado en el trabajo de Rahim et al. (2004), en donde encontraron
que las especies de erizos Pseudocentrotus depressus Yy Anthocidaris
crassispina respondian a la induccion a la metamorfosis en presencia de
biopeliculas de 8 a 23 dias de formacién, teniendo valores de metamorfosis

arriba del 60%.
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Por otro lado, Webster et al. (2004), encontraron que las larvas de varias
especies de coral respondian de mejor manera a la metamorfosis en presencia
de biopeliculas de 4 a 8 semanas de formacion, alcanzando valores de
induccion a la metamorfosis del 42%. En poliquetos, Kirchman y Graham,
(1982), encontraron que la especie Janua (Dexiospira) brasiliensis, presentaba
una induccion a la metamorfosis de 70 a 80%, en presencia de biopeliculas de 7
dias de formacion. Resultados semejantes fueron reportados por Huang y
Hadfield (2003), para el poliqueto Hydroides elegans, en donde se observé una
respuesta de induccion al asentamiento y metamorfosis del 80% en presencia de

biopeliculas de 5 dias de formacion.

En contraste a lo que se ha mencionado, Maki et al. (1990), observaron
gue larvas del balano Balanus amphitrite respondian de mejor manera a la
metamorfosis en biopeliculas con menos dias de formacién en relacién con
biopeliculas con un mayor tiempo de formacion. Es probable que los grupos
bacterianos responsables de la induccién a la metamorfosis en esta especie de
balano, se encuentren en las primeras fases de desarrollo de la biopelicula, y no
en biopeliculas con mayor tiempo de formacion en donde la composicion de
grupos bacterianos pudiera ser diferente. De esta manera, con lo mencionado
anteriormente, es probable que los grupos bacterianos responsables de la
induccion a metamorfosis en larvas de erizo blanco, empiezan a colonizar las
biopeliculas a partir de los 9 dias de formacion o bien a la concentracion de

bacterias y por lo tanto a la concentracion de los metabolitos secuendarios.
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Probablemente esto se deba a que estos grupos bacterianos necesitan
ciertas condiciones tanto fisicas (temperatura, luz, flujos de agua) como
guimicas y biolégicas (disponibilidad de nutrientes, seleccién de sustrato), para
poder incorporarse a la biopelicula, en donde se ha visto que estos factores son
muy importantes y determinan la formacion y composicién bacteriana de las

biopeliculas (Davey y O’toole, 2000; Donlan, 2002).

También se observo que las biopeliculas generadas en presencia de
erizos blancos adultos, fueron mejores inductoras para las larvas de la misma
especie en donde se generaron las biopeliculas (erizo blanco), en relaciéon con
las biopeliculas generadas en presencia de otros organismos (erizo morado,
invertebrados marinos diversos y agua de mar). Se ha documentado que la
presencia de conespecificos adultos inducen al asentamiento y metamorfosis en
larvas de diversos invertebrados marinos (Burke, 1986; Toonen y Pawlik, 2001)
como lo observado por Pearce y Scheibling (1990), en donde encontraron que
las larvas de la galleta de mar Echinarachnius parma respondia mejor a la
metamorfosis en arena acondicionada con organismos adultos de su misma
especie a diferencia de sustratos en donde no habia presencia de estos. De esta
manera, es probable que los organismos adultos jueguen un papel importante en
cuanto a la seleccién de la comunidad bacteriana que forma las biopeliculas

alrededor de las poblaciones de organismos adultos.
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En otro trabajo realizado por Johnson et al. (1991), se encontré que la
composicién bacteriana de las biopeliculas formadas sobre las superficies de
algas coralinas era diferente a biopeliculas formadas en sustratos aledafios y en
biopeliculas formadas en cajas de vidrio en la columna de agua; por lo tanto,
estos autores concluyeron que existe una fuerte relacion entre alga y bacteria en
donde estas ultimas utilizan los compuestos derivados de las algas para su
crecimiento y desarrollo, por lo tanto, se observdé que existe una seleccién
bacteriana en cuanto a la composicién de las biopeliculas que se forman sobre
las superficies de las algas.

La composicion bacteriana que se encontrdé en las biopeliculas que se
generaron en condiciones de laboratorio en presencia de erizo blanco y erizo
morado fueron diferentes en cuanto a familias y géneros bacterianos, por lo
tanto es probable que ocurra algo similar a lo observado por Jonson et al.
(1991), en donde los erizos blancos, pueden generar ciertos compuestos que
sirvan como nutrientes que favorecen la fijacién y el crecimiento de ciertos
grupos bacterianos especificos y al mismo tiempo, favorezcan la induccion al

asentamiento y a la metamorfosis de las larvas de su propia especie.

Sin embargo, también se observd que las larvas tuvieron la capacidad de
metamorfizarse (aunque en menor porcentaje) con el resto de las biopeliculas
(erizo morado, invertebrados marinos diversos y agua de mar). Esto hace pensar
gue las larvas tienen la capacidad de responder a otros estimulos producidos

por biopeliculas que no sean generados en presencia de sus conespecificos
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adultos y por lo tanto, esto podria favorecer la capacidad de dispersién y

sobretodo a la sobrevivencia de las larvas y de la especie.

Aun asi, se observé que las larvas de erizo blanco responden a la
metamorfosis preferentemente en presencia de biopeliculas generadas con
erizos blancos adultos, por lo tanto, es posible que las larvas de erizo blanco
prefieran metamorfizarse en presencia de ciertos grupos bacterianos que
conforman las biopeliculas generadas en presencia de erizos de su misma
especie, a diferencia de grupos bacterianos que conforman las biopeliculas

generadas en presencia de otros organismos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de induccién a la
metamorfosis realizados con peliculas bacterianas monoespecificas, se encontré
gue las cepas aisladas a partir de las biopeliculas generadas en presencia de
erizos blancos inducian a la metamorfosis en mayor porcentaje a las larvas de
erizo blanco, llegandose a registrar porcentajes de induccion a metamorfosis de
25 a 48%, a diferencia de la respuesta de la larva de erizo blanco a
metamorfosearse en presencia de cepas bacterianas asiladas a partir de
biopeliculas generadas en presencia de erizos morados adultos, en donde se
observo que inducian a la metamorfosis a las larvas en porcentajes de 8 a 17%.
Esta diferencia puede ser debida, a que la composicion bacteriana encontrada
en las biopeliculas generadas en presencia tanto de erizos blancos y erizos

morados fue diferente. Las cepas bacterianas que fueron asiladas de las
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biopeliculas en presencia de erizos blancos adultos, pertenecieron a los géneros
Aeromonas, Vibrio 6 Photobacterium, Flavobacterium, Paracoccus y bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Las bacterias del género
Aeromonas fueron las mas representativas y las principales responsables de la
induccion a la metamorfosis en las larvas de erizo blanco (48%).

Por otro lado, las cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas
generadas en presencia de erizos morados adultos, pertenecieron a los géneros
Pseudomonas, Deleya o Marinobacter, Aeromonas y Cytophaga, en donde las
mas representativas fueron las del género Pseudomonas, pero las que
presentaron los valores mas altos de induccidon a metamorfosis en las larvas de
erizo blanco fueron las del género Deleya o Marinobacter (17%). De esta
manera se encontrd, que la composicibn bacteriana de las biopeliculas
generadas en presencia de erizos blancos y morados adultos fue diferente y por
lo tanto, es posible que exista una relacion entre erizos adultos y bacterias, en
donde se favorezca la fijacién y el crecimiento de ciertos grupos bacterianos
especificos que conforman las biopeliculas, los cuales favorecen la induccién a
la metamorfosis a las larvas de erizo su propia especie, como en este caso se

vio para las larvas de erizo blanco.

En otras especies de invertebrados marinos también se ha documentado

la importancia de varios grupos bacterianos que forman parte de las biopeliculas

gue promueven la induccién al asentamiento y metamorfosis de las larvas.

70



Induccidn a la metamorfosis en larvas del erizo blanco Lytechinus pictus (Verrill 1867), mediante
biopeliculas y caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas.

Negri et al. (2001), aislaron cepas bacterianas pertenecientes al género
Pseudoalteromonas a partir de biopeliculas generadas sobre algas coralinas
incrustantes. Ellos encontraron que una cepa bacteriana, inducia mas del 51.1%
a la metamorfosis de larvas de corales Acropora willisae y A. millepora, mientras
gue las demas cepas presentaban valores de induccion por debajo del 20%; de
esta manera los resultados indican que estas especies de coral responden
principalmente a bacterias pertenecientes al género Pseudoalteromonas.

En trabajos realizados con varias especies de poliquetos, principalmente
con el serpulido Hydroides elegans, se ha visto que bacterias pertenecientes al
grupo de las Roseobacter y principalmente al grupo de las Proteobacterias, son
las principales responsables del asentamiento y metamorfosis (Lau y Qian,
2001), donde el grupo de las Proteobacterias se encontraron especies
pertenecientes al género Pseudoalteromonas y Vibrio, asimismo también se
encontraron bacterias pertenecientes al grupo de las Gram-positivas entre las
cuales se encontraron los géneros Bacillus, Brevibacterium, Micrococcus y
Staphylococcus, asi como bacterias pertenecientes al género Cytophaga, en
donde se observé que fueron las principales inductoras al asentamiento y
metamorfosis en esta especie de poliqueto (Lau et al. 2002; Huang y Hadfield,
2003).

Leitz y Wagner (1993) encontraron que la cepa bacteriana Alteromonas
espejiana, inducia mas del 50% a la metamorfosis de larvas de Hydractinia
echinata, aun asi la induccion a la metamorfosis en este organismo, no se

restringe a esta cepa bacteriana y es posible que existan otras bacterias que
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estén involucradas en la induccién a la metamorfosis. Por lo tanto, es posible
gue la respuesta a la metamorfosis de los diferentes invertebrados marinos sea
determinada por ciertos grupos bacterianos especificos que conforman las

biopeliculas presentes en cada habitat.

Actualmente no se han realizado muchos trabajos en donde se
compruebe que exista una relacion entre organismos adultos y bacterias, en
donde se seleccionen ciertos grupos bacterianos que promuevan el
asentamiento y metamorfosis de las larvas de invertebrados marinos, pero con
los resultados obtenidos en el presente trabajo, y como ya se ha mencionado
anteriormente, es probable que exista este tipo de relacion entre organismos
adultos y bacterias, en donde se favorezca la seleccion de grupos bacterianos
especificos responsables de inducir al asentamiento y metamorfosis de larvas de
su misma especie. Lo anterior posiblemente tenga una repercucién importante
en el asentamiento y posterior reclutamiento de los organismos bentonicos y en
particular de las diferentes especies de erizo.

Por otra parte, en un planeta en donde la alteracién del habitat por
actividad antropogénica y cambios climaticos de escala global, pudieran alterar
la distribucion de las comunidades bacterianas en el océano. Lo anterior tendria
COmo consecuencia un elemento mas que repercutiera en la distribucién de las
especies de erizo en particular y de las comunidades del bentos marino en
general. Futuras investigaciones en relacidon con la variacion de las comunidades

bacterianas en el océano y su influencia en la induccién a la metamorfosis de
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larvas de invertebrados marinos, seran necesarias para entender las
oscilaciones en los ecosistemas marinos costeros y poder seguir ulitizandolos en

el presente y conservarlos para generaciones futuras.
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7. Conclusiones

Las larvas de erizo blanco respondieron mejor a la metamorfosis en
presencia de biopeliculas (generadas en presencia de erizos blancos y
morados adultos, invertebrados marinos diversos y agua de mar) con mas
dias de formacién (9 -15 dias) que con biopeliculas generadas con un
menor tiempo de formacién (1 — 6 dias).

Las larvas de erizo blanco inducidas a la metamorfosis con biopeliculas
generadas en presencia de adultos de erizo blanco respondieron en
mayor porcentaje a la metamorfosis, en comparacion con biopeliculas
generadas en presencia de erizos morados adultos, invertebrados

marinos y agua de matr.

Se observd una cierta especificidad en la respuesta de las larvas de erizo
blanco, para metamorfosearse sobre biopeliculas generadas en presencia
de adultos de su misma especie, pero también se observo que las larvas
tienen la capacidad de responder a biopeliculas generadas en presencia
de otros organismos (erizo morado e invertebrados marinos) y agua de

mar.

Las cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas de 15 dias de
formacion, asi como las obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia

y Biologia del Desarrollo (110) aisladas de biopeliculas generadas en
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presencia de erizos blancos adultos, indujeron a la metamorfosis en
porcentajes de 25% a 48% entre las 48 y 72 horas de evaluacion, cuando
fueron utilizadas individualmente para formar peliculas bacterianas
monoespecificas.

Las cepas bacterianas aisladas de biopeliculas generadas en presencia
de erizos morados, obtenidas del Laboratorio de Ecologia y Biologia del
Desarrollo (11O) no resultaron ser buenas inductoras a la metamorfosis de

las larvas de erizo blanco.

La composicién bacteriana encontrada en las biopeliculas generadas en
presencia de erizos blancos adultos, fue diferente a la composicion
bacteriana encontrada en las biopeliculas generadas en presencia de

erizos morados adultos.

Las cepas bacterianas encontradas en las biopeliculas generadas en
presencia de erizos blancos adultos, pertenecen a los géneros
Aeromonas, Vibrio 6 Photobacterium, Flavobacterium, Paracoccus y de la

familia Enterobacteriaceae.

Las biopeliculas generadas en presencia de erizos morados adultos se

encontraron los géneros Pseudomonas, Delega 6 Marinobacter,

Cytophaga, Aeromonas, Vibrio y de la familia Enterobacteriaceae.
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Apéndice |

1.1 Medios de cultivo para crecimiento bacteriano

Medio Liquido

1L.

Caldo marino 2216 (Difco) 37.49
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Disolver y esterilizar

Medio Solid6

1L.

Caldo marino 2216 (Difco) 37.4¢g
Bacto agar 39
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar y esterilizar.

Enfriar sin que solidifique y vaciar en cajas de Petri.
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1.2 Medios de cultivo para las Pruebas Bioquimicas

Oxidacion — Fermentacion

1L

Caldo marino 2216 (Difco) 37.4¢g
Bacto Agar 39
Rojo Fenol 0.01g
Tris HCI 0.50g
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar y esterilizar.

Solucion de Glucosa al 10% (1.0g en 10mL). Esterilizar.

En condiciones asépticas, a 90mL de medio estéril adicionar 10mL de la

solucion de Glucosa 10% estéril. Agitar vigorosamente y distribuir en tubos de

ensayo estériles.
Distribuir 2mL en tubos de ensayo.

Preparar 2 tubos por cepa.

Movilidad

1L.

Caldo Marino 2216 (Difco) 37.4¢
Agar (.05%) 59
Agua desionizada 1L
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pH 7.6
Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar.

Distribuir 2mL en tubos de ensayo y esterilizar.

Indol

1L.

Caldo Marino 2216 (Difco) 374¢g
L — triptofano (0.04%) 0.49g
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Distribuir 2mL en tubos de ensayo y esterilizar.

Sensibilidad a 0/129 (concentraciones: 10ugml™ y 150 pgml™)

1L.

Agar Marino 2216 (Difco) 55.19g
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar. Esterilizar

Una vez esterilizado el medio, adicionar el 0/129

1000pg en 100mL de medio (0 1mg en 100mL) para 10pgml™ conc. final
15000pg en 100mL de medio (0 15mg en 100mL) para 150 pgml™ conc. final

Vertir en cajas de Petri.
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Requerimiento de Sal (concentraciones: 0, 6 y 8%)

1L.

Bactopeptona 5¢

Extracto de levadura 19

Cloruro ferrico (solucién 1%) 1mL

NaCl 0% Og

NaCl 6% 60g (6g en 100mL)
NaCl 8% 80g (8g en 100mL)
Agar 139

Agua desionizada 1L

pH 7.6

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar. Esterilizar.

Verter en caja de Petri.

Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Caldo Marino 2216 (Difco) 37.4¢g
Glucosa (1%) 10g
Agua desionizada 1L
pH 7.6

Distribuir ImL en tubos de ensayo y esterilizar. Preparar 2 tubos por cepa.
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Crecimiento en TCBS

1L.

Media agar TCBS (Difco) 89g
Agua de mar 450mL
Agua desionizada 550mL
pH 8.6

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar. No esterilizar.

Verter en caja de Petri.

Crecimiento en agar McConkey

1L.

Medio agar McConkey (Difco) 509
Agua de mar 540mL
Agua desionizada 460mL

Calentar a ebullicion hasta que se disuelva el agar. Esterilizar.

Verter en cajas de Petri
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Apéndice Il
2.1 Tablas de densidad bacteriana de los cultivos para ensayos de

induccion a la metamorfosis mediante peliculas bacterianas

monoespecificas

Las siguientes tablas nos muestran la densidad bacteriana de los cultivos
de cada una de las cepas bacterianas aisladas de las biopeliculas de erizo
blanco de 15 dias y de las obtenidas del cepario del Laboratorio de Ecologia y

Biologia del Desarrollo.

Tabla XII. Densidad bacteriana de los cultivos monoespecificos de bacterias aisladas de

la biopelicula de 15 dias generadas en presencia de erizo blanco adultos.

Cepa Bacteriana Absorbancia Células / mL Volumen adicionar

Microlitros (uL)
PBB1 1.836 9.18 x 10° 54
PBB2 1.728 8.64 x 10° 57
PBB3 1.459 7.29 x 10° 68
PBB4 1.226 6.13 x 10° 81
PBB5 0.152 7.58 x 10’ 659
PBB6 0.408 2.04 x 10° 245
PBB7 0.262 1.31 x 10° 381
PBBS 0.265 1.32 x 10° 378
PBB9 - - -
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Tabla Xlll. Densidad bacteriana de los cultivos monoespecificos de bacterias aisladas

de biopeliculas generadas en presencia de erizos blancos adultos, obtenidas del

cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110)

Cepa Bacteriana Absorbancia Células / mL Volumen adicionar
Microlitros (uL)
BA3 0.294 1.47 x 10° 340
BA5 0.386 1.93 x 10° 259
BA6 0.784 3.92 x 10° 126
BA9 0.422 2.11 x 10° 237
BA10 0.430 2.15x 10° 233
BA11 0.382 1.91 x 10° 262
BA12 0.379 1.90 x 10° 263
BB3 0.421 2.11x 10° 237
BB6 0.397 1.98 x 10° 252
BB7 0.552 2.76 x 10° 181
BB9 0.377 1.89 x 10° 264
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Tabla XIV. Densidad bacteriana de los cultivos monoespecificos de bacterias aisladas

de las biopeliculas generadas en presencia de erizos morados adultos, obtenidas del

cepario del Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110).

Cepa Bacteriana Absorbancia Células / mL Volumen adicionar
Microlitros (uL)
MA5S 0.028 1.40 x 10’ 3570
MAG 0.265 1.33 x 10° 375
MA11 0.598 2.99 x 10° 167
MA14 0.023 1.13 x 10’ 4420
MB2 0.087 4.34 x 10’ 1150
MB3 0.059 2.93 x 10’ 1700
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