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IV. RESUMEN 

El uso de probióticos para la acuicultura de Argopecten purpuratus viene a ser una de las 

mejores alternativas para enfrentar brotes bacterianos de potenciales patógenos y la alta 

mortalidad de los estadios larvarios. Considerando que la microalga Isochrysis galbana 

forma parte de la dieta vital de las larvas de bivalvos, el presente estudio evaluó el efecto 

de cepas con potencial probiótico (Bacillus halotolerans, PN7A y/o Bacillus safensis, 

PN4D) sobre el crecimiento de I. galbana no tratada (I.g NT) y previamente tratada con 

antibióticos (I.g AB). Se analizó la interacción entre la microalga y las bacterias presentes 

en un cultivo durante 12 días. Los cultivos I.g NT + PN7A y I.g NT + Mix (PN7A + 

PN4D) tuvieron una menor concentración de microalgas en comparación con el cultivo 

control correspondiente. En cambio, el cultivo I.g NT + PN4D presentó la mayor densidad 

de microalgas en el día 8 (2,45 x 107 células ml-1) frente a los demás tratamientos y 

controles. Asimismo, la densidad de la cepa PN4D inoculada en los cultivos de I. galbana 

no tratados fue la mayor igualmente en el día 8 (3,0 x 106 células ml-1). Esta cepa tuvo 

una mejor interacción con la microbiota asociada a la microalga en comparación con la 

cepa PN7A y la mezcla de ambas cepas. En conclusión, recomendamos suplementar la 

cepa PN4D a los cultivos de microalgas, ya que mejoró el crecimiento de I. galbana, 

además de crecer con su microbiota asociada.  

 

Palabras clave: Interacción microalga-bacteria, cocultivo, probióticos, bacterias 

asociadas, Bacillus   



  
 

 
 

 

V. ABSTRACT 

The use of probiotics for Argopecten purpuratus aquaculture is one of the best alternatives 

to address bacterial outbreaks of potential pathogens and high mortality of larval stages. 

Considering that the microalgae Isochrysis galbana is part of the vital diet of bivalve 

larvae, the present study evaluated the effect of potential probiotic strains (Bacillus 

halotolerans, PN7A and/or Bacillus safensis, PN4D) on the growth of untreated (I.g NT) 

and previously treated with antibiotics (I.g AB) microalgae. The interaction between the 

microalgae and the bacteria present in a culture was analyzed for 12 days. The cultures 

I.g NT + PN7A and I.g NT + Mix (PN7A + PN4D) had a lower concentration of 

microalgae compared to the corresponding control culture. On the other hand, I.g NT + 

PN4D culture showed the highest microalgae-cell density on day 8 (2,45 x 107 cells ml-

1) compared to the other treatments and controls. Likewise, the density of the PN4D strain 

inoculated in the untreated I. galbana cultures was also the highest on day 8 (3,0 x 106 

cells ml-1). This strain had a better interaction with the microalgae-associated microbiota 

than PN7A strain or the mixture of strains. In conclusion, we recommend supplementing 

PN4D strain to microalgae cultures, as it improved the growth of I. galbana, in addition 

to growing with its associated microbiota. 

 

Key words: Microalgae-bacteria interaction, coculture, probiotics, associated bacteria, 

Bacillus 
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Abstract.- The use of probiotics for Argopecten purpuratus aquaculture is one of the best 

alternatives to address bacterial outbreaks of potential pathogens and high mortality of 

larval stages. Considering that the microalgae Isochrysis galbana is part of the vital diet 

of bivalve larvae, the present study evaluated the effect of potential probiotic strains 

(Bacillus halotolerans, PN7A and/or Bacillus safensis, PN4D) on the growth of untreated 

(I.g NT) and previously treated with antibiotics (I.g AB) microalgae. The interaction 

between the microalgae and the bacteria present in a culture was analyzed for 12 days. 

The cultures I.g NT + PN7A and I.g NT + Mix (PN7A + PN4D) had a lower concentration 

of microalgae compared to the corresponding control culture. On the other hand, I.g NT 

+ PN4D culture showed the highest microalgae-cell density on day 8 (2,45 x 107 cells ml-

1) compared to the other treatments and controls. Likewise, the density of the PN4D strain 

inoculated in the untreated I. galbana cultures was also the highest on day 8 (3,0 x 106 

cells ml-1). This strain had a better interaction with the microalgae-associated microbiota 

than PN7A strain or the mixture of strains. In conclusion, we recommend supplementing 

mailto:utarazona@cientifica.edu.pe


  
 

 
 

PN4D strain to microalgae cultures, as it improved the growth of I. galbana, in addition 

to growing with its associated microbiota. 

 

Key words: Microalgae-bacteria interaction, coculture, probiotics, associated bacteria, 

Bacillus 

 

Resumen.- El uso de probióticos para la acuicultura de Argopecten purpuratus viene a 

ser una de las mejores alternativas para enfrentar brotes bacterianos de potenciales 

patógenos y la alta mortalidad de los estadios larvarios. Considerando que la microalga 

Isochrysis galbana forma parte de la dieta vital de las larvas de bivalvos, el presente 

estudio evaluó el efecto de cepas con potencial probiótico (Bacillus halotolerans, PN7A 

y/o Bacillus safensis, PN4D) sobre el crecimiento de I. galbana no tratada (I.g NT) y 

previamente tratada con antibióticos (I.g AB). Se analizó la interacción entre la microalga 

y las bacterias presentes en un cultivo durante 12 días. Los cultivos I.g NT + PN7A y I.g 

NT + Mix (PN7A + PN4D) tuvieron una menor concentración de microalgas en 

comparación con el cultivo control correspondiente. En cambio, el cultivo I.g NT + PN4D 

presentó la mayor densidad de microalgas en el día 8 (2,45 x 107 células ml-1) frente a los 

demás tratamientos y controles. Asimismo, la densidad de la cepa PN4D inoculada en los 

cultivos de I. galbana no tratados fue la mayor igualmente en el día 8 (3,0 x 106 células 

ml-1). Esta cepa tuvo una mejor interacción con la microbiota asociada a la microalga en 

comparación con la cepa PN7A y la mezcla de ambas cepas. En conclusión, 

recomendamos suplementar la cepa PN4D a los cultivos de microalgas, ya que mejoró el 

crecimiento de I. galbana, además de crecer con su microbiota asociada.  

 



  
 

 
 

Palabras clave: Interacción microalga-bacteria, cocultivo, probióticos, bacterias 

asociadas, Bacillus 

 

1. Introducción  

El molusco bivalvo “concha de abanico” (Argopecten purpuratus) es uno de los 

invertebrados más valorados comercialmente en el Perú y el mundo destinándose al 

mercado extranjero hasta el 33% de su producción, siendo España, Francia y Estados 

Unidos sus principales compradores (Loaiza et al. 2020, Ministerio de la Producción 

2023). En sus primeras fases de vida, la producción de este valioso bivalvo se lleva a cabo 

en sistemas controlados “Hatchery” (Cisneros et al. 2008). Sin embargo, estos sistemas 

se han visto afectados negativamente por la aparición de patógenos marinos, mayormente 

asociados a las bacterias del género Vibrio, llegando a causar una mortalidad larval de 

hasta el 100% (Rojas et al. 2019, Smith 2017). 

 

La aplicación de antibióticos es el método frecuentemente usado para contrarrestar la 

proliferación de patógenos en los sistemas de cultivo (Wang et al. 2019). No obstante, 

este tratamiento puede conllevar a impactos negativos sobre el animal cultivado mediante 

la transferencia y/o aparición de genes y bacterias asociadas a los antimicrobianos, 

afectando incluso a la microbiota asociada a los ecosistemas marinos tras su movilización 

por corrientes y acumulación en sedimentos (Cabello et al. 2013, Hai 2015, Mamun et al. 

2019). Aunque el uso de estos compuestos antimicrobianos en el campo de la acuicultura 

está ampliamente controlado en países de Europa y América del Norte, en Asia y América 

Latina se tienen pocas o ninguna regulación efectiva debido a la reducida información de 

los antibióticos utilizados (Defoirdt et al. 2011, Lulijwa et al. 2020, Oliveri Conti et al. 

2015, Reichert et al. 2019). Por lo cual, la incorporación de probióticos en el cultivo de 

concha de abanico se ha propuesto como una posible solución para el control de 



  
 

 
 

enfermedades (Wang et al. 2008). El establecimiento efectivo de los probióticos en el 

hospedador se logra mayormente cuando estos son autóctonos del medio de donde se 

emplearán, ya que garantiza así su desarrollo en el medio de cultivo. Adicionalmente, 

deben prescindir de mecanismos de patogenicidad y toxicidad sobre el organismo 

objetivo y otros organismos vivos también presentes en el medio, como el fitoplancton 

(Verschuere et al. 2000, Kesarcodi-Watson et al. 2008, Prado et al. 2010).  

 

Considerando que las microalgas son el principal alimento de los cultivos larvarios de 

bivalvos, se ha sugerido la incorporación de probióticos en las larvas por medio del 

alimento, de tal forma que las microalgas funcionen como vía de ingreso de estos 

probióticos (Avendaño & Riquelme 1999, De et al. 2014, Douillet & Langdon 1994, Ríos 

Castro et al. 2021). Además, se ha buscado integrar cepas probióticas a los cultivos de 

microalgas con el objetivo de beneficiar tanto a las larvas de bivalvos como a las mismas 

microalgas, tomando en cuenta que las bacterias pueden influir directamente sobre el 

crecimiento y metabolismo de las microalgas a través de interacciones simbióticas 

(Kesarcodi-Watson et al. 2008, Schwenk et al. 2014). Una candidata ideal para 

implementar lo anteriormente mencionado sería la microalga Isochrysis galbana, ya que  

las larvas de bivalvos tienen una marcada preferencia por consumirla por su tamaño 

apropiado, fácil digestión y su composición rica en nutrientes esenciales como el DHA y 

el EPA (Oliva et al. 2013, Tang et al. 2006, Vivanco et al. 2014). Asimismo, se ha 

reportado que I. galbana en cocultivo con sus bacterias asociadas, puede incrementar su 

composición de ácidos grasos (Wang et al. 2022). De esta forma, la presente investigación 

tuvo como objetivo determinar el efecto de bacterias con potencial probiótico sobre la 

densidad y velocidad de crecimiento de los cultivos de la microalga I. galbana, tratados 

y no tratados con antibióticos. 



  
 

 
 

 

2. Materiales y Métodos  

 

2.1. Cultivo y mantenimiento de Isochrysis galbana 

La cepa I. galbana (Parke 1949) fue donada por la empresa Agromar del Pacifico S.A. 

(Piura, Perú), y cultivada en agua de mar enriquecida con medio Walne (Material 

suplementario: Tabla 1) (Tompkins et al. 1995). Antes de ser utilizados, los componentes 

del medio de cultivo y el agua de mar fueron previamente filtrados utilizando filtros de 

jeringa de 0,2 µm. Los cultivos se incubaron a 20 ± 1°C durante 12 días con un flujo 

continuo de aire filtrado e iluminación de tipo luz fría de lámparas LED fluorescente de 

100 watts (Iluma Ultra Led), con un fotoperiodo de 24:0 (luz:oscuridad) (Molina Grima 

et al. 1994, López et al. 2021, Sandhya 2018).  

 

2.2. Cepas con potencial probiótico 

Se emplearon dos cepas bacterianas identificadas mediante la secuenciación del gen 16S 

ARNr: Bacillus halotolerans PN7A (número de acceso NCBI: MG020104) y Bacillus 

safensis PN4D (número de acceso NCBI: PP237193), las cuales se obtuvieron en el marco 

del proyecto INNOVATE (contrato 330-PNICP-BRI-2015). Estas cepas fueron aisladas 

del tracto digestivo de Argopecten purpuratus procedentes de la Bahía de Sechura e 

Independencia (Piura y Paracas, respectivamente) y evaluadas por su actividad como 

potenciales probióticos en el trabajo de Olaechea (2018).  

 

 

 



  
 

 
 

 

2.3. Tratamiento I. galbana con antibióticos 

Cultivos de I. galbana fueron previamente tratados con antibióticos con el objetivo de 

reducir la concentración de la microbiota acompañante. Un cultivo exponencial se 

transfirió a un medio de cultivo Walne enriquecido con antibióticos (ampicilina sódica 

250 μg ml-1; gentamicina 134 μg ml-1, ciprofloxacino 40 μg ml-1 y cloranfenicol 4,4 μg 

ml-1), con una concentración celular final de 4 células por campo. Tras un período de 5 

días, se llevó a cabo un pasaje, nuevamente en un medio de cultivo con antibióticos. 

Finalmente, se inoculó el cultivo en agar marino (Zobell Marine Broth, Himedia, India) 

para confirmar la eliminación de la microbiota asociada a I. galbana (Sandhya 2018). El 

posterior mantenimiento de la microalga tratada se realizó en un medio sin antibióticos. 

 

2.4. Cocultivos de microalgas y cepas bacterianas con potencial probiótico 

Las cepas de Bacillus fueron pre-incubadas en caldo marino (Zobell Marine Broth, 

Himedia, India) por 3 horas a 100 rpm y 30 °C, se centrifugó el caldo de cultivo bacteriano 

a 10000 rpm durante 10 min, y finalmente las células bacterianas se lavaron con agua de 

mar estéril (Sandhya 2018).  

 

Los cocultivos estuvieron compuestos por la mezcla de I. galbana en medio Walne estéril 

en una proporción 1:10 y las cepas con potencial probiótico ajustadas a una concentración 

final de 8 x 104 células ml-1 (Ríos-Castro et al. 2021). En el caso de los tratamientos de I. 

galbana cultivada con ambas cepas, se empleó una proporción 1:1 de cada cepa. De esta 

forma, se conformaron los siguientes cultivos: I. galbana no tratada con antibióticos (I.g 

NT);  I. galbana tratada con antibióticos (I.g AB); mezcla 1: I.g NT + PN7A; mezcla 2: 

I.g AB + PN7A; mezcla 3: I.g NT + PN4D; mezcla 4: I. g AB + PN4D; mezcla 5: I. g NT 



  
 

 
 

+ Mix (PN7A + PN4D); mezcla 6: I. g AB + Mix (PN7A + PN4D) (Material 

suplementario: Fig. 1). Los cultivos de I. galbana tratados y no tratados con antibióticos 

fueron usados como controles (Watanabe et al. 2005). 

 

2.5. Recuento del crecimiento microalgal y bacteriano por citometría de flujo 

Los recuentos de microalgas y bacterias (asociadas y cepas añadidas) de los cultivos 

control y tratamientos se obtuvieron usando un citómetro de flujo Guava easyCyte 6-2L 

(Luminex Corporation, EE. UU.), utilizándose un caudal medio de 0,59 µl s-1 y filtros de 

emisión Green-B (BP525/30 nm) y Red-B (BP695/50 nm) para la detección de 

fluorescencia verde y roja en las células analizadas (Da Costa et al. 2017). A 

continuación, se extrajeron dos muestras de los cultivos control y tratamientos, las cuales 

fueron diluidas en agua de mar filtrada hasta obtener una concentración final menor igual 

a 250 células µl-1. Las muestras se prepararon en tubos de centrifuga de 1.5 ml en torno a 

un mínimo de 5000 células detectadas, y se homogenizaron en un vórtex durante 5 

segundos antes de cada lectura para garantizar que las células estuvieran en suspensión 

(Ozbay & Jackson 2010). Las muestras se procesaron de la siguiente manera (Foladori et 

al. 2020): 

 

1) Muestra no teñida. Las microalgas se contabilizaron mediante la autofluorescencia de 

sus pigmentos naturales, observándose por fluorescencia roja la clorofila y la presencia 

de otros pigmentos por fluorescencia verde.  

 

2) Muestra + GreenSafe DNA Gel Stain (GreenSafe; λ excitación  = 490 nm, λ emisión  = 

530 nm; Canvax, Córdoba, España). Se tiño la muestra con el colorante stock comercial 

a una concentración final de 20 X y se incubo a temperatura ambiente durante 15 min en 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosynthetic-pigment


  
 

 
 

la oscuridad antes de su análisis, permitiendo detectar y contabilizar bacterias y 

microalgas (células totales) (Di Caprio et al. 2021).  

 

El número de bacterias simbióticas y/o cepas con potencial probiótico se obtuvo 

aplicando la siguiente ecuación (Foladori et al. 2020): 

 

Bacterias = Células totales (Conteo de microalgas y bacterias) – Células de microalgas 

  

Es necesario relacionar el número de células detectadas por el citómetro con el volumen 

de la muestra que pasó por el instrumento para determinar la concentración de células por 

mililitro (células ml-1). De esta forma, la concentración de microalgas y bacterias (Cc) se 

calculó con base en el número total de células contabilizadas en el citómetro de flujo, 

siguiendo la ecuación descrita en Marie et al. 2005:  

 

Cc = N x Vtotal x Vmuestra
-1 x (T x R x 1000 µl ml-1)-1 

 

donde, N = número de células contabilizadas, Vtotal = volumen de muestra más adiciones 

(agua de mar filtrada, colorante) (µl), Vmuestra = volumen de muestra (µl), T = duración 

del análisis (promedio de tiempo de análisis de muestras teñidas y no teñidas) y R = 

velocidad de administración de la muestra (µl seg-1).  

 

Los conteos de microalgas y bacterias se realizaron los días 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12, y se 

analizaron en citogramas en escala logarítmica utilizando el software GuavaSoft 2.7.  

 

 



  
 

 
 

 

2.6. Análisis de datos 

La interacción entre I. galbana y sus bacterias asociadas y/o las cepas con potencial 

probiótico se evaluó a partir de la variación de la densidad celular de ambos 

microorganismos. Se calculó la velocidad de crecimiento por día (r) y las divisiones por 

día (k) de los cultivos usando las siguientes ecuaciones (Oliveros-Escudero 2020, Wood 

et al. 2005):  

r = (lnN2 – lnN1) (t2 - t1)
-1 

donde, N1 = densidad de microalgas inicial, N2 = densidad de microalgas final, t1 = tiempo 

inicial y t2 = tiempo final  

Asimismo, se calculó las divisiones por día (k) de los cultivos usando la siguiente 

ecuación: 

k = r (ln2)-1 

La densidad de bacterias con potencial probiótico en los cultivos no tratados con 

antibióticos se determinó aplicando la siguiente ecuación:  

 

(densidad bacteriana total de I.g NT + cepa(s) con potencial probiótico) – (densidad 

bacteriana total de I.g NT) 

 

La densidad de bacterias con potencial probiótico en los cultivos tratados con antibióticos 

se calculó con la siguiente ecuación: 

 

(densidad bacteriana total de I.g AB + cepa(s) con potencial probiótico) – (densidad 

bacteriana total de I.g AB) 



  
 

 
 

 

Se usó el análisis de varianza Kruskal-Wallis unidireccional para determinar diferencias 

significativas en la densidad celular de I. galbana en presencia y ausencia de bacterias 

con potencial probiótico, y para evaluar las diferencias en la densidad de bacterias 

asociadas y/o añadidas (cepas de Bacillus) entre los tratamientos. Los efectos de la 

adición de las cepas con potencial probiótico en la velocidad de crecimiento y divisiones 

por día de I. galbana se identificaron mediante un análisis de varianza ANOVA 

unidireccional y en donde se encontraron diferencias significativas se aplicó la prueba de 

Tukey. El nivel de significación utilizado en todos los análisis se fijó en p < 0,05 y se usó 

el programa estadístico Infostat ® versión 2020 (Di Rienzo et al. 2020).  

 

3. Resultados 

3.1 Crecimiento de Isochrysis galbana 

A lo largo de los 12 días evaluados, se observó que las curvas de crecimiento de I. galbana 

en todos los cultivos, controles y tratamientos, presentaron la misma tendencia, iniciando 

su fase exponencial en el día 2, y alcanzando su fase de muerte celular en el día 12 (Fig. 

1). No obstante, entre los días 2 – 10 la densidad celular del cultivo control I.g NT fue 

significativamente mayor a la de los cultivos tratados (AB) (Conover, p < 0,05, n = 15). 

Asimismo, el cultivo NT + PN4D produjo la densidad de microalgas más alta en el día 8 

(2,45 x 107 células ml-1), siendo significativamente mayor al cultivo I.g AB + PN4D entre 

los días 4 – 10 (Conover, p < 0,05, n = 6). Por el contrario, los cultivos con PN7A o la 

mezcla de ambos no mostraron diferencias significativas entre los respectivos cultivos no 

tratados y tratados.  

 

 



  
 

 
 

 

A partir de la velocidad de crecimiento y divisiones por día de los diversos tratamientos, 

se observó que los cultivos tratados tuvieron un metabolismo significativamente más 

acelerado entre los días 2 – 8, a comparación de los cultivos no tratados (Fig. 2, Tukey, p 

< 0,05, n = 18, con excepción entre los cultivos I.g NT + PN4D y I.g AB + PN4D). Por 

lo tanto, el tratamiento previo con antibióticos, la adición de la cepa PN7A y la mezcla 

de ambas cepas (Mix: PN7A + PN4D) influyeron en el crecimiento de I. galbana en este 

periodo de tiempo.  

 

3.2 Crecimiento de cepas de Bacillus y bacterias asociadas a I. galbana  

Según se observa en la curva de crecimiento, el total de bacterias de los cultivos (cepas 

con potencial probiótico y la microbiota asociada) iniciaron su fase exponencial entre los 

días 2 – 4. La mayoría de estos cultivos alcanzó la fase de muerte celular a partir del día 

10, a excepción de los cultivos I.g NT, I.g AB + PN7A y I.g AB + PN4D, los cuales se 

mantuvieron en fase estacionaría hasta el día 12 (Fig. 3).  Desde el inicio del experimento 

se detectó por citometría de flujo una mayor densidad de bacterias en los cultivos tratados 

con antibióticos (I.g AB) que en los no tratados (I.g NT), pese a la ausencia de colonias 

en las placas de agar marino previo a la prueba (Fig. 4). Sin embargo, solo entre los días 

8 – 10 esta tendencia se invirtió en los cultivos tratados con antibióticos I.g AB + PN4D 

y I.g AB + Mix, exhibiendo una densidad bacteriana total menor a la de sus 

correspondientes cultivos no tratados (I.g NT + PN4D y I.g NT + Mix). De esta forma, 

en el día 8 el cultivo I.g NT + PN4D alcanzó la densidad bacteriana total más alta (4,10 

x 106 células ml-1), siendo significativamente mayor a su contraparte I.g AB + PN4D del 

día 2 – 12 (Conover, p < 0,05, n = 6). En contraste, en los cultivos de I.galbana con PN7A 



  
 

 
 

o la mezcla de ambas cepas no se observó de manera constante esta diferencia 

significativa entre los respectivos cultivos no tratados y tratados. 

 

Durante el estudio se confirmó el crecimiento de las cepas con potencial probiótico 

inoculadas individual o conjuntamente, observándose en la curva de crecimiento que su 

fase exponencial comenzó en el día 4, tanto en los cultivos tratados y no tratados con 

antibióticos. Se observó también, que las cepas PN7A y PN4D cultivados 

individualmente en I.g AB permanecieron en fase estacionaria hasta el día 12 del 

experimento (Fig. 5). La densidad promedio de las cepas de Bacillus en cultivos de I. 

galbana tratados con antibióticos fue menor a la densidad promedio de las cepas de 

Bacillus en cultivos no tratados durante los 12 días evaluados. De esta manera, se 

comprobó que la densidad bacteriana total de los cultivos tratados con antibióticos (I,g 

AB) fue mayor que los cultivos no tratados (I.g NT) debido a la predominancia y 

crecimiento de la microbiota asociada (Fig. 3). La cepa PN4D cocultivada con I.g NT 

alcanzó la densidad más alta en el día 8 (3,0 x 106 células ml-1), siendo significativamente 

mayor a PN4D cocultivada con I.g AB en los días 2, 8 y 10 (Conover, p < 0,05, n = 6). 

Considerando la finalidad del presente estudio, la cepa PN4D, inoculada de manera 

individual en I.g NT, demostró un mejor crecimiento luego de su interacción con 

I.galbana y su microbiota, convirtiéndola en la candidata ideal para su posterior 

administración en moluscos mediante el alimento. Tomando en cuenta los resultados 

obtenidos de la densidad de microalgas en presencia y/o ausencia de cepas con potencial 

probiótico (Fig. 1) y la interacción entre la microbiota asociada a I. galbana y las cepas 

de Bacillus (Fig. 3), se contempló que entre los días 8 – 10 el crecimiento de la cepa 

PN4D cocultivada con I. galbana sin antibióticos (I.g NT + PN4D) fue influenciada 

positivamente por la microalga y su microbiota asociada (Fig. 5).  



  
 

 
 

 

4. Discusión 

La dieta a base de Isochrysis galbana es vital en el desarrollo de larvas de bivalvos como 

A. purpuratus, debido a sus nutrientes esenciales como el DHA y el EPA (Vivanco et al. 

2014, Wang et al. 2022). Asimismo, la incorporación de probióticos en las larvas a través 

del alimento ha demostrado ser un método más amigable con el medio ambiente a 

diferencia de los antibióticos, ya que no perjudica a los ecosistemas marinos, y pueden 

fortalecer la inmunidad de las larvas, reduciendo así su alta mortalidad frente a 

potenciales microorganismos patógenos. (Cabello et al. 2013, Mamun et al. 2019, Rojas 

et al. 2019, Wang et al. 2008, Wang et al. 2022). En la acuicultura, el género Bacillus ya 

es utilizado como probiótico debido a que mejora el crecimiento y respuesta inmune del 

huésped frente a condiciones adversas y reduce la carga de potenciales patógenos (James 

et al. 2021, Nemutanzhela et al. 2014). La colonización del probiótico en el bivalvo 

dependerá de la interacción entre el probiótico, la microalga y su microbiota asociada, así 

como a la afectación mutua de su crecimiento (Avendaño & Riquelme 1999, Sánchez-

Ortiz et al. 2020). 

 

En este estudio, la inoculación de la cepa B. safensis (PN4D) al cultivo no tratado de I. 

galbana mejoró significativamente la densidad de la microalga en un 2% en el día 8, 

comparado con el cultivo control. Esto podría atribuirse a los mecanismos metabólicos 

propios de este género que funcionan como promotores de crecimiento de microalgas. 

Estudios han demostrado que los probióticos del género Bacillus estimulan el crecimiento 

de las microalgas (Ríos Castro et al. 2021, Savin 2021, Sureshkumar et al. 2014). Sin 

embargo, el conocimiento de los mecanismos de promoción de crecimiento de microalgas 

en especies específicas de Bacillus es bastante limitado, siendo entre los registrados la 



  
 

 
 

fijación de nitrógeno atmosférico y la producción de amonio y vitamina B12 (cobalamina) 

(Amavizca et al., 2017, Hernandez et al., 2009). En otros géneros bacterianos se han 

reportado otros promotores de crecimiento de microalgas tales como la producción y 

liberación de antioxidantes, sideróforos y fitohormonas (Sandhya 2018). Por ello, se 

requiere seguir investigando a la cepa PN4D de la que ya se conoce su capacidad 

enzimática para funcionar como suplemento dietético, su actividad antimicrobiana frente 

a Vibrio alginolyticus y Ornithinibacillus scapharcae y su capacidad de bioaumentación 

(Kim et al. 2021, Olaechea 2018, Wu et al. 2021, Zhang et al. 2021).  

 

En el presente trabajo, se utilizaron cultivos de I. galbana tratados previamente con una 

mezcla de antibióticos con el propósito de eliminar eficazmente su microbiota asociada y 

así evaluar el efecto directo de las cepas de Bacillus sobre el crecimiento de I. galbana. 

Los cultivos de microalgas tratados con antibióticos no presentaron crecimiento 

bacteriano en agar marino previos al experimento, sin embargo durante los 12 días de la 

fase experimental se observó por citometría de flujo que los cultivos previamente tratados 

con antibióticos (I.g AB) tuvieron una mayor densidad bacteriana total a la de los cultivos 

no tratados (I.g NT). Por lo cual, comprobamos que no se obtuvo una axenización exitosa. 

Estudios previos han evaluado la alteración de la composición microbiana en I.galbana y 

C. vulgaris como consecuencia de la exposición de antibióticos, variando la diversidad y 

abundancia de la comunidad microbiana nativa y resultando en la selección de consorcios 

bacterianos específicos en la ficosfera con funciones de promoción del crecimiento del 

huésped y mejora de adaptabilidad (Cao et al. 2019, Xue et al. 2023). Nuestros resultados 

evidenciaron una reducción de la densidad de I. galbana en los cultivos tratados con 

antibióticos lo cual podría sugerir un efecto alguicida, el cual podría involucrar daños 

directos sobre la membrana celular, cloroplastos y/o mitocondrias (Asatryan et al. 2022, 



  
 

 
 

Cho et al. 2002, González-Pleiter et al. 2019, Seoane et al. 2014; Wang et al. 2017). 

Aunque el coctel de antibióticos utilizado en el presente estudio se basó del trabajo de 

Cao et al. 2019, no se obtuvieron los resultados esperados, a pesar de haber empleado 

igualmente I. galbana. Esto se debería posiblemente a diferencias en cuanto al origen y 

mantenimiento de la microalga. Asimismo, Cao et al. 2019 incluyeron la estreptomicina 

en el coctel de antibióticos y usaron enfoques ómicos para garantizar la eliminación de la 

microbiota asociada. Por ello, es importante tomar en cuenta esta serie de factores al 

momento de realizar la axenización a una específica especie de microalga.  

 

La interacción entre microalgas y bacterias se ha estudiado principalmente en  función a 

relaciones de mutualismo, comensalismo y parasitismo a través la ficosfera, región que 

envuelve a las microalgas y donde ambos microorganismos interactúan estrechamente 

(Astafyeva et al. 2022, Fuentes et al. 2016). En el presente estudio se aprecia que I. 

galbana, su microbiota asociada y la cepa PN4D (I.g NT + PN4D) se beneficiaron 

mutuamente entre sí, ya que tuvieron los valores de densidad más altos en comparación 

con el cultivo control (I.g NT). En contraste, los cultivos de I. galbana con la cepa B. 

halotolerans (PN7A) y la mezcla de ambas (PN7A + PN4D) tuvieron una menor 

concentración de microalgas en comparación con el cultivo no tratado, sugiriéndose así 

una interacción antagonista entre estas cepas y la microalga. Resultados similares se 

evidenciaron en los trabajos de Suminto & Hirayama 1996 y Sánchez-Ortiz et al. 2020, 

dado que el crecimiento de las microalgas Chaetoceros gracilis y Chaetoceros calcitrans 

se redujo significativamente en presencia de los probióticos del género Bacillus en 

comparación con el control. No obstante, en nuestro estudio, la microbiota asociada a 

I.galbana no tratada presentó una relación mutualista con la cepa PN7A y la mezcla de 

las dos cepas (PN7A +PN4D), ya que la densidad bacteriana total de ambos tratamientos 



  
 

 
 

superaron la del cultivo control. La asociación constante de bacterias pertenecientes a los 

filos Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria en I. galbana, o a los géneros 

Marinobacter, Alteromonas, Flavobacterium, Labrenzia, Dinoroseobacter y 

Sphingomonas ha conllevado a demostrar la relación mutualista que tienen estos 

microorganismos con I. galbana (Amin et al. 2012, Cao et al. 2021, Cooper & Smith 

2015, Sandhya 2018, Wang et al. 2022, Wu et al. 2023). De esta forma, las bacterias 

predominantes asociadas con las microalgas juegan un papel importante en el crecimiento 

de las microalgas y posiblemente estén involucradas en los efectos promotores y 

antagonistas (Ling et al. 2020). Asimismo, es importante considerar diversos factores que 

pueden manifestarse como resultado de la interacción entre la microalga su microbiota 

asociada y el probiótico, las cuales determinarán la permanencia de cada una, tales como 

la producción de compuestos estimulantes y/o inhibidores del crecimiento, la 

compensación de las concentraciones limitantes de dióxido de carbono/oxígeno y la 

mejor adquisición de nutrientes (Natrah et al. 2014, Palacios et al. 2022). Es así que se 

espera que la combinación estratégica de microalgas y bacterias genere mejoras notables 

en la productividad, eficiencia y sostenibilidad de la acuicultura. 

 

Mediante esta investigación se ha evidenciado la complejidad de las interacciones entre 

microalgas y bacterias, dejando aún una extensa área de conocimiento por explorar. Por 

esta razón, consideramos relevante complementar nuestros hallazgos mediante el análisis 

metagenómico de las microalgas. Estos análisis nos permitirán obtener una mejor noción 

de la variación de la composición y diversidad de las bacterias asociadas y los probióticos. 

La aplicación de estos enfoques ómicos igualmente en el hospedador final (A. 

purpuratus), aportarán en gran medida a entender toda la complejidad detrás de las 

interacciones y progresivamente conllevará una gran contribución al campo de la 



  
 

 
 

acuicultura. En conclusión, la adición de la cepa Bacillus safensis PN4D mejoró 

significativamente el crecimiento de I. galbana y se apreciaron diversas interacciones 

entre sus bacterias asociadas y probióticos añadidos, aportando estos resultados a la 

compresión de las interacciones microalga-bacteria y al proceso de establecimiento y 

evolución de comunidades microbianas asociadas a microorganismos eucariotas de 

importancia acuícola. La incorporación de probióticos a cultivos de concha de abanico 

permitirá reforzar su sistema inmunológico y establecer un entorno acuático propicio para 

su desarrollo. Con el fin de emplear microalgas como vía de ingreso de probióticos en 

cultivos de A.purpuratus, se sugiere utilizar la cepa Bacillus safensis PN4D en los cultivos 

de I.galbana, dado que, además de mejorar el crecimiento de la microalga, logró coexistir 

exitosamente con la microbiota asociada a la microalga.  
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7. Figuras 

 

Figura 1. Serie de tiempo de la densidad celular de cultivos de Isochrysis galbana 

bajo diferentes tratamientos. AB, cultivo con células previamente tratadas con 

antibióticos; NT, cultivo no tratado. AB y NT: n = 2 del día 0 al 12. Las barras de 

error indican la media ± desviación estándar (DE) de los recuentos celulares 

repetidos / Time-series of cell density of Isochrysis galbana cultures under different 

treatments: AB, cell culture previously treated with antibiotics; NT, untreated culture. AB 

and NT: n = 2 from day 0 to 12. Error bars represent the mean ± standard deviation (SD) 

of replicate cell counts 
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Figura 2. Velocidad de crecimiento por día (a) y divisiones por día (b) de Isochrysis 

galbana del día 2 – 8 bajo diferentes tratamientos. AB, cultivo con células 

previamente tratadas con antibióticos; NT, cultivo no tratado. AB y NT: n = 2. Las 

barras de error indican la media ± desviación estándar (DE) de los recuentos 

celulares repetidos / Growth rate (a) and divisions per day (b) of  Isochrysis galbana 

cultures from day 2 to 8 among different treatments. AB, cell culture previously treated 

with antibiotics; NT, untreated culture. AB and NT: n = 2 from day 2 to 8. Error bars 

represent the mean ± standard deviation (SD) of replicated cell counts 
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Figura 3. Serie de tiempo de la densidad celular bacteriana total de Isochrysis 

galbana bajo diferentes tratamientos. AB, cultivo de microalgas previamente 

tratadas con antibióticos; NT, cultivo no tratado. AB y NT: n = 2 del día 0 al 12. 

M.Asoc: microbiota asociada; Mix: PN7A + PN4D. Las barras de error indican la 

media ± desviación estándar (DE) recuentos celulares repetidos / Time-series of total 

bacterial cell density of Isochrysis galbana cultures under different treatments: AB, cell 

cultures previously treated with antibiotics; NT, untreated culture. AB and NT: n = 2 from 

day 0 to 12. M.Asoc: associated microbiota; Mix: PN7A + PN4D. Error bars represent 

the mean ± standard deviation (SD) of replicated cell counts 
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Figura 4. Cuantificación de microalgas y bacterias de muestras teñidas provenientes 

de los cultivos control no tratados (a, c) y tratados con antibióticos (b, d) por 

citómetro de flujo con fluorescencia roja y verde. Comparación del conteo en el día 

0 (a, b) y en el día 8 (c, d)/ Quantification of microalgae and bacteria from untreated (a, 

c) and antibiotic-treated (b, d) control cultures by flow cytometry with red and green 

fluorescent channels. Cell counts comparison on day 0 (a, b) and day 8 (c, d).  

 

 

 

 



  
 

 
 

 

 

 

Figura 5. Serie de tiempo de la densidad celular de las cepas probióticas (PN7A, 

PN4D y MIX) en cocultivo con Isochrysis galbana. AB, cultivo de microalgas 

previamente tratadas con antibióticos; NT, cultivo no tratado. AB y NT: n = 2 del 

día 0 al 12. Mix: PN7A + PN4D. Las barras de error indican la media ± desviación 

estándar (DE) de recuentos celulares repetidos / Time-series of cell density of 

probiotic strains co-cultivated with Isochrysis galbana.  AB, cell culture previously 

treated with antibiotics; NT, untreated culture. AB and NT: n = 2 from day 0 to 12. Mix: 

PN7A + PN4D. Error bars represent the mean ± standard deviation (SD) of replicated cell 

counts 
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8. Material suplementario 

 

Tabla 1. Composición de medio de cultivo Walne/ Composition of Walne culture 

medium  

 

(1) Solución de trazas de metales (TMS)                                 
 

 por 100 ml 

ZnCl2                                                                               

CoCl2.6H2O                                                                  

(NH4)6Mo7O24.4H2O 

CuSO4.5H2O                                                                                 

   2,1 g  

   2,0 g  

   0,9 g  

   2,0 g  

(2) Solución de Vitaminas  

Vitamina B12. (Cianocobalamina)                                            

Vitamina B1  (Tiamina.HCl)                                                       

Vitamina H   (Biotina)                                                                   

10,0 mg  

10,0 mg  

200,0 µg  

(3) Solución de nutrientes por litro 

FeCl3.6H2O                                                                                   

MnCl2.4H2O                                                                                

H3BO3                                                                                          

EDTA (Sal disodica)                                                                    

NaH2PO4.2H2O                                                                          

NaNO3                                                                                         

TMS (1)                                                                                         

          1,3 g  

        0,36 g  

        33,6 g 

        45,0 g 

        20,0 g 

      100,0 g 

        1,0 ml     

Medio de cultivo       por litro 

Solución de nutrientes (3)                                                         

Solución de Vitaminas  (2)                                                         

Agua de mar esterilizada                                                           

        1,0 ml 

        0,1 ml 

           1,0 l 

 

 

 



  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diseño experimental para evaluación de velocidad de crecimiento de los 

cultivos de Isochrysis galbana (Ig) y su densidad microbiana frente a la adición de 

cepas con potencial probiótico, R = Replica/ Experimental design for evaluating the 

growth rate of Isochrysis galbana (Ig) cultures and their microbial density in response to 

the addition of probiotic strains, R = Replicate 

 

 

 



  
 

 
 

 

VI. ANEXOS 

1. Evidencia del envío a revista científica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

 
 

 

2. Copia de documento de aprobación del comité de ética 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

 
 

 

3. Copia de resolución directoral de aprobación del proyecto de tesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

 
 

 

4. Instrumentos usados en la investigación y demás información de utilidad. 

 

• Microscopio binocular 

 

 

 

 

 

 

 

• Centrifuga Boeco Germany 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Citometro de flujo 

 

• Cabina de Flujo Laminar 

 



  
 

 
 

 

• Autoclave 

 

 

 

 

 

 

 

• Vortex 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

• Incubadora 

 

• Balanza Analítica 

 


