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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar a nueve microalgas marinas: Tetraselmis
suecica, Isochrysis galbana, Limnothrix sp., Nannochloris oculata, Chaetoceros
muelleri (cepa de Chile), Chaetoceros muelleri (cepa de Araya), Navicula sp.,
Thalassiosira sp. y Chaetoceros calcitrans como productoras de compuestos inhibidores
de V. parahaemolyticus. Estas microalgas se sometieron a cultivo durante 20 dias y, las
biomasas, en fase de crecimiento estacionario, fueron colocadas, separadamente, en dos
solventes de diferentes polaridades: etanol y hexano. Los 18 extractos obtenidos fueron
evaluados en cuanto a su actividad antivibrio contra Vibrio parahaemolyticus, utilizando
los metodos de difusion en discos y de concentracion minima inhibitoria. De los
extractos analizados, solo el extracto etandlico de Chaetoceros calcitrans presentd
efecto antibacteriano contra V. parahaemolyticus con halos de inhibicion y
concentracion minima inhibitoria de 22,3 + 0,2 mm y 8 pug.ml*, respectivamente. Estos
resultados evidencian el potencial que posee el extracto etandlico de la diatomea C.
calcitrans como posible tratamiento de las vibriosis que suelen afectar a las granjas

acuicolas.



INTRODUCCION

La vibriosis es una enfermedad bacteriana que causa elevadas mortalidades en diferentes
especies sometidas a cultivo: camarones (Lavilla et al., 1998), peces (Lam et al., 2011) y
moluscos (Nicolas et al., 1996; Liu et al., 2000), lo cual se traduce en pérdidas
econdmicas importantes en este tipo de industria (Prado et al., 2005; Decamp et al.,
2008). Esta patologia es provocada por diversas especies del género Vibrio, entre las que
se encuentran V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbellii, V. carchariae, V.
damsella, V. fischeri, V. harveyi, V. logei, V. mediterranii, V. nigripulchritudo, V.
ordalii, V. orientalis, V. parahaemolyticus, V. pelagicus, V. penaeicida, V. splendidus y
V. vulnificus, entre otros (Chythanya et al., 2002).

Las especies de Vibrio son bacterias Gram negativas, asociadas a ambientes acuaticos
con cierta salinidad, generalmente, bacilos mdviles, mesofilos, anaerobios facultativos,
oxidasa y catalasa positiva que suelen crecer en agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa
(TCBS) (Noguerola y Blanch, 2008).

El género Vibrio coexiste, normalmente, en los animales de cultivo, colonizando,
principalmente, el tracto digestivo, las branquias y la cuticula. En camarones, la vibriosis
se presenta cuando las bacterias logran penetrar al interior del organismo, se supone que
una de las rutas naturales para ello, es a través del intestino medio y se extiende a los
demas drganos via hemolinfa causando, inicialmente, lesiones tales como necrosis del
hepatopancreas y un alto grado de vacuolizacion de las células epiteliales de este 6rgano
(Morales, 2013); el proceso infeccioso avanza dando lugar a infecciones generalizadas,
involucrando cuticula, hepatopancreas, érgano linfoide, glandula antenal, corazén,

hemolinfa y musculos (Morales, 2008).

En moluscos bivalvos, la vibriosis se caracteriza por provocar reduccion de la movilidad
y quiescencia de las larvas con el velo extendido. Ademas, en el margen de las larvas se

observan agrupaciones bacterianas (swarmming bacteriano) que, progresivamente, se



hacen més densas y ubicuas. Después de ocho horas, comienzan a observarse larvas
muertas por necrosis y a las 18 horas, la mortalidad es del 100% (Elston et al., 2008;
Rojas et al., 2015).

La tendencia mundial para el tratamiento de la vibriosis en las granjas acuicolas se basa
en la aplicacion de antibidticos (Defoirdt et al.,, 2011); sin embargo, el uso
indiscriminado de estos medicamentos ha traido como consecuencia la creacion de cepas
bacterianas resistentes (Ramirez y Castafio 2009; Thuy et al., 2013). Esta situacion ha
dado lugar a investigaciones enfocadas en la busqueda de nuevas sustancias antibioticas
de diversas fuentes (Hernandez et al., 2008)

Los ecosistemas marinos, por su gran biodiversidad, constituyen una fuente inagotable
de compuestos quimicos con aplicaciones terapéuticas (Shannon y Abu, 2016). Entre los
organismos marinos que poseen una gran gama de metabolitos secundarios bioactivos
que pueden beneficiar a la salud humana y animal se encuentran las microalgas (Raposo
et al., 2013), las cuales se definen como microorganismos fotosintéticos oxigénicos, de
gran variedad morfologica (unicelulares o formando filamentos, cadenas, colonias, o
cenobios) que habitan todos los cuerpos de agua donde existan las condiciones mas

simples para crecer (Abalde et al., 1995; De Lara et al., 1996).

Los estudios relacionados con la evaluacion de principios bioactivos presentes en las
microalgas se iniciaron en 1950 (Amaro et al., 2011). En los afios 80, se dio a conocer
que extractos organicos de la microalga Nostoc son efectivos para el tratamiento de la
gota y el cancer; ademas, se informd que Lyngbya majuscula y nueve cianobacterias del
género Oscillatoria tuvieron actividad especifica contra leucemia en ratones (Blaine y
Pyne, 1988). Estos hallazgos estimularon aun mas los estudios que involucran a las

microalgas como productoras de sustancias antibidticas.

En las ultimas décadas, las microalgas han sido objeto de amplias investigaciones,

enfocadas hacia la blsqueda de compuestos novedosos que tengan agentes terapéuticos
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atiles (antibacterianos, antiflngicos, antiprotozoos y antiplasmodiales). Al respecto,
Najdenski et al. (2013) demostraron que los exopolisacaridos de las cianobacterias
Gloeocapsa sp. y Synechocystis sp. presentaron significativa actividad antibacteriana y
antifingica. Amaro et al. (2011) y Chen et al. (2012) informaron que los extractos
organicos de Phaeodactylum tricornutum y Picochlorum, sp., respectivamente, inhiben

el crecimiento de diferentes especies de Vibrio.

La actividad antimicrobiana de las microalgas ha sido atribuida a compuestos
pertenecientes a diferentes clases quimicas, tales como: indoles, terpenos, acetogeninas,
fenoles, alcaloides, acidos grasos e hidrocarburos halogenados volatiles, entre otros
(Mayer y Hamann, 2005).

Al respecto, Santoyo et al. (2009) reportaron que la actividad biolégica que presenta la
microalga Haematococcus pluvialis contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicans es atribuida a los acidos grasos de cadenas cortas: acido butanoico y
metil lactato; por su parte, Desbois et al. (2009) demostraron que el &cido graso
poliinsaturado, 20:5 n-3, eicosapentaenoico (EPA), obtenido de la diatomea
Phaeodactylum tricornutum es el responsable de la inhibicion del crecimiento de las
bacterias Gram positivas, causantes de enfermedades en humanos: Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis y S. aureus y de la Gram negativa, patdgeno de peces y
moluscos, Listonella anguillarum. Mo et al. (2010) aislaron de la microalga Fischerella
ambigua el alcaloide fischambiguine B, el cual fue activo contra Mycobacterium

tuberculosis, M. smegmatis y S. aureus.

En Venezuela, los trabajos de investigacion referidos a la actividad biologica se han
realizado, principalmente, con extractos organicos de plantas terrestres, como Melochia
villosa (De Armas et al., 2013), Melochia tomentosa (Espinoza, 2010), macroalgas, tales
como: Derbesia vaucheriaeformis, Ulva fasciata, Halimeda opuntia, Hypneamus
ciformis, Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium serrulatum y Kappaphycus alvarezi

(Charzeddine y Farifias, 2001), invertebrados marinos: Aplysina fistularis (Morales et
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al., 2000) y hongos marinos (Acosta et al., 2011), entre otros. El uso de microalgas
como fuente potencial de extractos bioactivos ha sido poco documentado en nuestro
pais, encontrandose solamente el reporte de Rosales et al. (2012), quienes determinaron
que los extractos hidrosolubles y liposolubles de Nostoc LAUN 0015 inhibieron el

crecimiento de S. aureus.

Tomando en consideracion los planteamientos antes sefialados, aunado al hecho de que
las microalgas como organismos productores de compuestos activos tienen muchas
ventajas, entre las que destacan: su alta diversidad, rapido crecimiento y su plasticidad
fisiologica para responder diferencialmente a cambios de las condiciones ambientales
(Whitton y Potts 2000, Rosales et al., 2005, Panda et al., 2006), la presente investigacion
planted la evaluacion de nueve microalgas marinas como productoras de compuestos

inhibidores de V. parahaemolyticus, patdgeno que causa severos dafios en la acuicultura.



METODOLOGIA

Cepas de las microalgas y de Vibrio parahaemolyticus

Las microalga utilizadas en esta investigacion fueron Tetraselmis suecica, Isochrysis
galbana, Limnothrix sp., Nannochloris oculata, Chaetoceros muelleri (cepa de Chile),
Chaetoceros muelleri (cepa de Araya), Navicula sp., Thalassiosira sp. y Chaetoceros
calcitrans. Estas cepas se mantienen en el banco de germoplasma de algas de la
Universidad de Oriente, Nicleo de Sucre, Venezuela, bajo condiciones controladas de
laboratorio (23 + 1 °C, 5000 lux, fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad) en
medio /2 Guillard (Guillard, 1975) a 37 UPS. La cepa de V. parahaemolyticus que se
usd como organismo revelador fue donada por el centro de investigaciones biologicas
del noreste (CIBNOR), México.

Condiciones de cultivo

Las microalgas se cultivaron, axénicamente, por duplicado, durante 20 dias en matraces
con 1 500 ml de medio f/2 Guillard (0,88 mmol I de nitrdgeno) a 23 + 1 °C, pH de 7,8;
irradiancia de 5 000 lux con fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad. Los

cultivos se realizaron de forma unialgal y se agitaron, manualmente, dos veces al dia.

Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento analizados en las diferentes microalgas unicelulares
fueron densidad poblacional, tasa instantanea de crecimiento y productividad de
biomasa. La densidad poblacional se realizd cada 24 horas, para lo cual se tomaron
muestras (1 ml), por triplicado de cada tratamiento, y se fijaron con 50 pl de una
solucion de lugol al 10% para realizar el recuento celular por microscopia dptica,
utilizando un hematocitometro Neubaler de 0,1 mm de profundidad. Con los datos
obtenidos, se elaboraron las curvas de crecimiento y a partir de éstas, se determinaron
las diferentes fases de crecimiento y se calcularon las tasas instantaneas de crecimiento

(K) y la productividad de biomasa (P), de acuerdo con las siguientes ecuaciones y



siguiendo las recomendaciones de Madigan et al. (1999) y Hempel y Petrick (2012).

log,,x1-log; 4Xo
K= 10 10
0,301 (t1-to)

Donde:
K = tasa instantanea de crecimiento (div.dia®).
t1, to = tiempo (dias) final e inicial de cultivo en fase de crecimiento exponencial.

X1, Xo = densidad poblacional (cel.ml) final e inicial en fase de crecimiento

XF-X0

exponencial.P=
TF-TO

Donde:

P = productividad de biomasa (cel.mI.dia™2).

TF, TO = tiempo final e inicial de cultivo en fase de crecimiento exponencial.

XF, X0 = densidad poblacional final e inicial en fase de crecimiento exponencial.

Para la microalga Limnothrix sp., por ser una microalga filamentosa, los parametros de
crecimiento analizados fueron biomasa seca, tasa de instantdnea de crecimiento y
productividad de biomasa. Los andlisis de masa seca se realizaron cada 48 horas hasta el
final del ensayo, mediante el sistema de filtracion Millipore©, para lo cual se filtraron 5
ml, por quintuplicado, de los cultivos de esta microalga, a través de filtros de fibra de
vidrio de 0,45 um de tamafio de poro, y posteriormente, se lavaron con 5 ml de formiato
de amonio, 0,5 moles It (pH 7,5) y secados hasta masa constante a 60°C en una estufa
marca Memert. Con los datos obtenidos, se elaboraron las curvas de crecimiento y a
partir de éstas, se determinaron las diferentes fases de crecimiento y se calcularon las
tasas instantaneas de crecimiento (K) y la productividad de biomasa en la fase
exponencial, de acuerdo con las siguientes ecuaciones y siguiendo las recomendaciones
de Madigan et al. (1999) y Hempel y Petrick (2012).

_ log, ,x;-log,  Xo
0,301 (t;-ty)

Donde:

K = tasa instantanea de crecimiento (mg.dia?).



t1, to = tiempo final e inicial de cultivo en fase de crecimiento exponencial.

X1, Xo = biomasa celular final e inicial en fase de crecimiento exponencial.

e XF — X0
- TF-TO

Donde:
P = productividad (mg.I*.dia™).
t1, to = tiempo (dias) final e inicial de cultivo en fase de crecimiento exponencial.

X1, Xo = biomasa celular (mg.ml?) final e inicial en fase de crecimiento exponencial.

Muestreos de la biomasa

Una vez realizadas las curvas de crecimiento y evidenciadas las diferentes fases de
crecimiento, se procedié a repetir los cultivos bajo las mismas condiciones sefialadas
anteriormente. Cuando los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento estacionario (20
dias) se hizo la cosecha total de la biomasa, mediante la centrifugacion a 4 000 rpm por
10 min. Las biomasas obtenidas se mantuvieron congeladas hasta la preparacion de los

diferentes extractos y evaluacion de la actividad antibacteriana.

Preparacion de los extractos

Las biomasas de las diferentes microalgas (15 g, aproximadamente) se sometieron a
extraccion, separadamente, con dos solventes de diferentes polaridades (etanol y n-
hexano). En cada solvente, las biomasas se homogenizaron y dejaron reposar durante
siete dias, para permitir la extraccion de los metabolitos secundarios, siguiendo
recomendaciones de Zheng et al. (2004). A continuacion, se filtré6 el material de
extraccion y el sobrenadante se colocd en una estufa a una temperatura de 40°C para
evaporar los solventes, obteniendo asi los extractos etandlicos y hexanicos de cada una
de las biomasas. De esta forma, quedaron conformados 18 extractos (9 etandlicos y 9

hexanicos).



Actividad antimicrobiana

Método de difusion

El efecto antivibrio de los 18 extractos se evalud, por triplicado, utilizando como
microorganismo revelador una cepa de V. parahaemolyticus, mediante la técnica de

difusion en agar o método del antibiograma, descrito por Bauer et al. (1966).

Discos estériles de papel de filtro (Whatman N° 3 de 6 mm de didmetro) se impregnaron
con 25 pl del extracto en prueba (40 mg. ml), lo cual proporciona una concentracion
final de 1 000 ug de extracto por disco. Paralelamente, se impregnaron, separadamente,
discos con 25 pl del solvente de extraccion (etanol o hexano) y con 25 ul de antibidtico
comercial (sulfato de estreptomicina), los cuales sirvieron como controles negativos y

positivos, respectivamente.

Los discos, despues de dejarse secar durante cuatro horas a temperatura ambiente, se
colocaron sobre agar Mueller Hinton (HIMEDIA, Laboratorios Pvt. Limted, Bombay-
India), servido en placas de Petri, previamente inoculado (usando hisopos estériles) con
la in6culo de V. parahaemolyticus, con una turbidez similar al 0,5 de la escala
McFarland (Anexo 1). En cada placa se colocaron cinco discos de manera equidistante:
1) tres discos con extractos a evaluar, 2) un disco con el solvente de extraccion y 3) un

disco con antibiotico comercial.

Posteriormente, las placas se preincubaron a 5°C, durante 12 horas, para facilitar que el
extracto difunda en el medio de cultivo y luego, se incubaron a 29 + 1°C por 24 horas,

para permitir el crecimiento bacteriano.

Lectura de los resultados
Los extractos que contenian principios antivibrio produjeron un halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano alrededor de los discos, el cual se midi6 mediante una regla

graduada en mm. Los diametros de los halos de inhibicién se interpretaron en las



categorias: resistente (< 11 mm), intermedio (12—13 mm) y sensible (> 14 mm), de

acuerdo con los criterios de Leiva (1999a).

Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI), es decir, la cantidad minima de extracto
capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos, se determiné empleando un
método de dilucién en tubos con medio de cultivo. Los extractos de las microalgas que
mostraron mayor tamafio del halo de inhibicidén de V. parahaemolyticus se les determin6
su CMl, por triplicado, utilizando concentraciones de 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; y
128 pg.mlt de cada extracto (en tubos de vidrio con 2 ml de caldo Mueller Hinton,
DIFCO™ con 2,5% de NaCl), rango cominmente usado para probar actividad
antibacteriana (Roque et al., 2001). Paralelamente y de forma similar, se determino la
CMI del antibidtico comercial. Los tubos con las diferentes concentraciones de extractos
y de antibiético fueron inoculados con V. parahaemolyticus (100 pl con una turbidez
similar al 0,5 de la escala McFarland). Posteriormente, se incubaron durante 24 horas en
una incubadora a 2941 °C. Finalmente, se observo la turbidez en cada tratamiento para

todas las réplicas.

Lectura de los resultados

La CMI se definié como la concentracion mas baja del extracto crudo de la microalga o
del antibidtico que inhibid el crecimiento visible de la bacteria después de su incubacion
(Andrews, 2001). Los resultados de la CMI se interpretaron en las categorias: sensible (<
8 pg.mlt), medianamente sensible (16 pg.ml?) y resistente (> 32 pg.ml?) de acuerdo

con los criterios de Leiva (1999b).

Analisis de los resultados



Los datos de los pardmetros de crecimiento de las diferentes microalgas fueron
graficados y tabulados para una mejor interpretacion. La actividad antivibrio de los

extractos analizados fue comparada de manera visual con el control positivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas de las diferentes cepas de microalgas analizadas se muestran en la figura 1.
Se observa que lIsochrysis galbana y Nannochloris oculata no mostraron fase de
adaptacion y sus fases exponenciales se prolongaron hasta los dias ocho y diez,
respectivamente. Tetraselmis suecica y Thalassiosira sp. presentaron fases de
adaptacion de dos dias y a partir de alli y hasta el décimo dia estuvieron en fase de
crecimiento exponencial. Las diatomeas, Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros muelleri
(cepa Araya y cepa Chile) presentaron fases de adaptacion de dos dias, con fases
exponenciales entre los dias dos-seis y dos-cuatro, respectivamente. Por su parte,
Navicula sp. presentd fases de adaptacion de cuatro dias, prolongandose la fase
exponencial durante los dias cuatro-seis. La cianobacteria Limnothrix sp. tuvo una fase
de adaptacion de cuatro dias, y seguidamente entré en fase exponencial hasta el dia

doce.

Las tasas de crecimiento instantaneo, productividad de biomasa y densidades
poblacionales maximas se muestran en la tabla 1. Las tasas de crecimiento instantaneo
para las microalgas unicelulares variaron entre 0,21-2,46 div.dia, correspondiendo los
mayores valores a C. muelleri (cepa Chile, 2,46 + 0,172 div.dia®), C. muelleri (cepa
Araya, 2,45 + 0,147 div.dia), Navicula sp. (2,32 + 0,116 div.dia?) y C. calcitrans (1,48
0,096 div.dia?). En Limnothrix sp., la tasa de crecimiento fue de 0,21 + 0,013 mg.dia™.
Las mayores productividades de biomasa (cel.mlt.dial) las mostraron las cepas de
diatomeas: C. calcitrans (2 212 500 *+ 154 875), C. muelleri (cepa Chile, 2 127 + 170
200), C. muelleri (cepa Araya, 2 102 500 + 105 125) y Navicula sp. (1 440 000 + 72
000). Limnothrix sp. alcanz6 una productividad de 0,27 + 0,0135 mg.ml.dia2.

Con respecto a las densidades poblacionales maximas (cel.mI) registradas en los
cultivos de microalgas, se observé que C. muelleri (cepa Araya) fue la que alcanzé los
mayores valores (14 000 000 + 1 260 000), seguida de Nannochloris oculata (12 000
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000 + 1 080 000), C. muelleri (cepa Chile, 9 560 000 + 764 800) y C. calcitrans (9 000
000 £ 720 000).

Las diferencias en el crecimiento de las microalgas en este trabajo puede deberse a que
cada especie y/o cepa proviene de un origen geogréfico distinto, con caracteristicas
fisicoquimicas diferentes, ya que existe variabilidad genética entre cepas, lo cual
repercute en las caracteristicas biol6gicas como morfologia, tolerancia a temperatura,
tasa de crecimiento, calidad y composicion de las células (Lopez, A. et al., 1994;
Wikfors y Patterson, 1994; Sayegh et al., 2007).

Para la seleccion de microalgas, como posibles candidatas para la extraccion de
metabolitos bioactivos, se debe tomar en consideracion la alta productividad de biomasa,
dado que de esta manera, se garantiza disponibilidad de materia prima. En la presente
investigacion, las microalgas que presentaron mayores valores de biomasa y
productividad fueron las diatomeas, especificamente: Chaetoceros muelleri (cepa Chile),
Chaetoceros muelleri (cepa Araya), Chaetoceros calcitrans y Navicula sp. Esta
caracteristica es propia de las diatomeas (lllana, 2008) y esto permite inferir que la
produccidén masiva de estos organismos garantiza un suministro constante y elevado de

la biomasa de este tipo de microalgas.

Con respecto a la bioactividad presentada por las microalgas evaluadas, de los 18
extractos analizados, solo el extracto etandlico de C. calcitrans mostrd actividad
antibacteriana contra Vibrio parahaemolyticus, con un halo de inhibicion de 22,3 + 0,2
mm de diametro (figura 2) y una CMI de 8 + 0 pg.ml? (figura 3). Estos resultados
permiten catalogar a V. parahaemolyticus como una bacteria sensible frente al extracto
etanolico de C. calcitrans, segun los criterios de Leiva (1999a, b). El control positivo

(antibiético comercial) produjo halos de inhibicién de 32 £ 0,15 mm y unaCMI de 50

ug.mi2,
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Figuras 1. Curvas de crecimiento de las diferentes especies de microalgas evaluadas.
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Tabla 1. Tasa instantdnea de crecimiento (K) y productividad de biomasa (PB) en fase
exponencial y densidad celular madxima (DMXx) de las diferentes cepas de microalgas.

Cepas de microalgas K PB DMx
Div.dia’ (cel.ml.dia™) (cel.mlt)

C. muelleri  (cepa 2,46 +0,172 2127500 + 170 200 9 560 000 + 764 800

Chile)

C. muelleri  (cepa 2,450,147 2102 500 + 105 125 14 000 000 + 1 260

Araya) 000

C. calcitrans 1,48 £ 0,096 2212 500 + 154 875 9 000 000 + 720 000

T. suecica 0,52 + 0,036 236 000 + 18 880 2 300 000 + 207 000

Thalassiosira sp. 0,71 + 0,056 735 625 + 58 850 6 000 000 + 540 000

Navicula sp 2,320,116 1440 000 + 72 000 6 000 000 + 540 000

I. galbana 0,81 + 0,056 1112 500 + 77 875 9 200 000 + 828 000

N. oculata 0,65 + 0,035 890 000 + 71 200 12 000 000 + 1 080
000

Limnothrix sp. 0,21 £0,013 0,27 £0,0135 mg.ml 2,50 + 0,225 mg.ml?t

mg.dia’ !dia?t

Figura 2. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana. Halo de inhibicion del extracto etandlico de
Chaetoceros calcitrans (9) frente a Vibrio parahaemolyticus. A: antibi6tico comercial. E: Etanol.
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Figura 3. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (ug.ml™?) del extracto etandlico
de Chaetoceros calcitrans frente a V. parahaemolyticus.

Numerosos estudios, al igual que la presente investigacion, han evidenciado la actividad
antibacteriana de extractos organicos de diferentes microalgas, incluidas las diatomeas
(Pesando, 1990). Investigaciones realizadas por Bruce y Duff (1967); Nagayama et al.
(2002); Shimizu (2003); Avedafio et al. (2005) y Paul et al. (2007) afirman que las
diatomeas son productoras de metabolitos que exhiben un arreglo diverso de actividad
bacteriana, tales como &cidos grasos, polisacaridos, glicolipidos, terpenoides y péptidos.
Esta caracteristica, aunada a la amplia diversidad de especies, convierten a este grupo de
microalgas en una alternativa potencial de nuevos antibioticos naturales y, por lo tanto,
de agentes de biocontrol (Defoirdt et al., 2007).

La actividad antagonica de las diatomeas sobre comunidades bacterianas también ha
sido descrita. La presencia de estas microalgas afecta la composicion de las
comunidades bacterianas, principalmente, por medio de la produccion de sustancias
antibacterianas que son liberadas de manera extracelular, accion conocida como

alelopatia. La alelopatia es un mecanismo mediante el cual el crecimiento de
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microorganismos se puede ver afectado de manera positiva 0 negativa, debido a la
produccion de sustancias exocrinas por parte de un microorganismo en particular. A su
vez, el efecto de estas sustancias puede variar dependiendo de la condicién fisioldgica de
las celulas o de la fase de crecimiento en que se encuentre el cultivo (Maestrini y Bonin,
1981). Entre las especies que han resultado exitosas para el control de bacterias en
cultivos se encuentran Chaetoceros sp., Skeletonema costatum y Tetraselmis sp., las
cuales han sido extensamente descritas como microalgas con capacidad inhibitoria de
bacterias (Riquelme y Avedafio, 2003; Tendencia y de la Pefia, 2003).

En esta investigacion, el extracto etandlico de C. calcitrans inhibio el crecimiento de V.
parahaemolyticus. Este resultado guarda relacion con lo publicado previamente por Lio
et al. (2005) y Seraspe et al. (2007, 2012), quienes refirieron la accion antibacterial de
extractos polares de C. calcitrans contra diferentes especies de Vibrio y otros patdgenos

bacterianos.

En cuanto a la naturaleza quimica de los extractos, los resultados de la presente
investigacion guardan relacion con lo sefialado por Lustigman (1988), quienes
evidenciaron actividad antibacteriana de extractos polares, por ejemplo etanol, de
Dunaliella salina contra Vibrio. De igual forma, Gonzélez et al. (2012) encontraron que
extractos polares de la diatomea Skeletonema costatum y la clorofita Dunaliella

tertiolecta inhiben el crecimiento de V. campbellii.

Otras investigaciones, a diferencia de las anteriores, han sefialado mayor actividad
antibacteriana en extractos no polares. Por ejemplo, Seraspe et al. (2012) reportan

actividad significativa de los extractos hexanicos de diatomeas contra V. harveyi.

Las marcadas diferencias en las microalgas en cuanto a la produccion de metabolitos
inhibidores de Vibrio pueden estar relacionadas con la fase de cultivo en que se
encuentra la microalga en el momento de la cosecha. En esta investigacion, las

microalgas se cosecharon en la fase estacionaria, siguiendo recomendaciones de Mian et
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al. (2003), quienes indicaron que en esta fase las microalgas suelen producir compuestos
bioactivos. Sin embargo, pudiera ser posible detectar una mayor actividad biol6gica si se
usa biomasa de microalgas procedentes de cultivos en fase exponencial, tal como lo
sefialé Van et al. (2008), quienes indicaron la capacidad de algunas microalgas como
Fibrocapsa japonica, en fase exponencial, de inhibir V. fisheri. Estos autores afirman
que la produccién de metabolitos secundarios esta regulada por la tasa de crecimiento,
por lo que existe la posibilidad que en fases donde la tasa de crecimiento es mayor
(exponencial), la produccion de metabolitos secundarios se favorezca

Esta investigacion demostro la presencia de actividad antivibrio en el extracto etanolico
de la diatomea C. calcitrans, el cual podria ser utilizado en los tratamientos de vibriosis
que afectan a las granjas camaroneras y piscicolas. Posteriores purificaciones y analisis
quimicos de este extracto permitiria elucidar la estructura del compuesto responsable de
la actividad biologica; ademas, seria interesante evaluar otras actividades bioldgicas de
este extracto, por ejemplo: analgésicos, antiinflamatoria, antiviral, etc., lo que permitiria

catalogarlo como posible compuesto con aplicaciones farmacéuticas.
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CONCLUSIONES

Las microalgas Chaetoceros muelleri (cepa Chile), C. muelleri (cepa Araya, Navicula

sp. y C. calcitrans presentaron las mayores tasas de crecimiento instantaneo.

Las mayores productividades de biomasa (cel.ml.dia?) las mostraron las microalgas C.

calcitrans, C. muelleri (cepa Chile), C. muelleri (cepa Araya) y Navicula sp.

Los cultivos de C. muelleri (cepa Araya), Nannochloris oculata, C. muelleri (cepa

Chile) y C. calcitrans registraron las mayores densidades celulares.

El extracto etandlico de Chaetoceros calcitrans fue el inico que inhibio el crecimiento

de V. parahaemolyticus, mostrando que esta bacteria es sensible a este extracto.
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RECOMENDACIONES

Evaluar otras especies de microalgas como posibles productoras de metabolitos
bioactivos.

Evaluar la biomasa de Chaetoceros calcitrans en otra fase de crecimiento.

Purificar y caracterizar quimicamente el o los compuestos del extracto etandlico de C.

calcitrans responsable (s) de la bioactividad contra Vibrio parahaemolyticus.

Evaluar la bioactividad del extracto etandlico de C. calcitrans contra otras cepas

bacterianas.
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ANEXOS

Anexo 1
Preparacion del indculo de Vibrio parahaemolyticus

1. Se tomaron varias colonias de una cepa de Vibrio parahaemolyticus incubadas
durante 24 horas en agar marino y se resuspendieron en solucion salina
fisiologica (0,85%) hasta obtener una turbidez similar al patron comercial
McFarland 0,5

2. Hisopos de algoddén estériles se impregnaron con la suspension bacteriana
anterior, se escurrieron rotandolo por las paredes del tubo y seguidamente se
sembraron en las placas con agar Mueller Hinton, utilizando el método de
siembra por agotamiento.

3. Las placas inoculadas con la suspension bacteriana se dejaron secar durante 5
min, y posteriormente se colocaron los discos impregnados con los extractos a

probar.
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