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RESUMEN

En el Perq, el choro (Aulacomya atra) destaca por su alto valor nutricional, sin embargo,
sus bancos naturales han ido disminuyendo por la sobreexplotacion, por ello se ha optado
por desarrollar cultivos en medio controlado como alternativa para conservar el recurso.
Sin embargo, estos enfrentan problemas de mortalidad principalmente en la etapa pre
metamorfica, presuntamente vinculados a la presencia de bacterias. Este trabajo tuvo
como objetivo evaluar el efecto antagonista de bacterias probidticas sobre bacterias
patogenas, previamente aisladas y asociadas a la mortalidad larvaria. Para ello se
analizaron larvas sanas y moribundas, obteniendo un crecimiento bacteriano promedio de
5,54 x 107 UFC/g y 1,24 x 108 UFC/g en el medio PCA, respectivamente; mientras que
en el medio TCBS, solo las larvas moribundas presentaron crecimiento del género Vibrio
(2,19 x 10° UFC/g), si bien en ambos casos no hubo diferencia significativa (p>0,05), su
presencia evidencio un desequilibrio bacteriano. Se aislaron un total de 33 cepas, de las
cuales 22 fueron potencialmente patogenas: Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio,
Shiguella, Escherichia y Enterococcus; mientras que 11 fueron potencialmente
probidticas: Bacillus y Lactobacillus. Fueron seleccionadas 4 bacterias patogenas (P2, P4,
P20 y P22) y 4 probioticas (B1, B3, BS y BY). Tras realizar las pruebas de antagonismo,
la cepa B3 mostr6 mayor zona de inhibicion (1,97+ 1,72 mm) frente al resto de los
probioticos, siendo significativamente superior al control (p = 0,019). Los resultados
obtenidos demostraron la diversidad bacteriana y la existencia de una cepa con potencial

probidtico que podria mejorar la supervivencia larvaria en Aulacomya atra.

Palabras clave: Patogenos, probidticos, antagonismo, Aulacomya atra, larvicultura.



ABSTRACT

In Peru, the mussel (Aulacomya atra) is valued for its high nutritional content; however, its natural
stocks have been declining due to overexploitation. Therefore, controlled culture has been
developed as an alternative to conserve the resource. However, these cultures face mortality
problems, mainly in the pre-metamorphic stage, presumably linked to the presence of bacteria.
This study aimed to evaluate the antagonistic effect of probiotic bacteria on pathogenic bacteria,
previously isolated and associated with larval mortality. Healthy and moribund larvae were
analyzed, obtaining an average bacterial growth of 5.54 x 107 CFU/g and 1.24 x 108 CFU/g in the
PCA medium, respectively. While in TCBS medium, only moribund larvae showed growth of the
genus Vibrio (2.19 x 10° CFU/g), although in both cases there was no significant difference
(p>0.05), their presence indicated a bacterial imbalance. A total of 33 strains were isolated, of
which 22 were potentially pathogenic: Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Shigella, Escherichia,
and Enterococcus; while 11 were potentially probiotic: Bacillus and Lactobacillus. Four
pathogenic bacteria (P2, P4, P20, and P22) and four probiotic bacteria (B1, B3, BS, and B9) were
selected. After performing antagonism tests, strain B3 showed the largest inhibition zone (1.97 £
1.72 mm) compared to the other pathogens, being significantly superior to the control (p =0.019).
The results obtained demonstrated bacterial diversity and the existence of a strain with probiotic

potential that could improve larval survival in Aulacomya atra.

Keywords: Pathogens, probiotics, antagonism, Aulacomya atra, larviculture.
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INTRODUCCION

La acuicultura de moluscos bivalvos, a nivel mundial es una de las
actividades de mayor importancia econdémica, debido a que contribuye a la
seguridad alimentara; segun los datos proporcionados por la FAO (2024) el valor
de exportaciones de este grupo alcanzo los 6 000 millones de dolares el 2022, que
representa el 3 % de exportaciones mundiales en recursos acuaticos. En el Peru,
el choro (Aulacomya atra) destaca por su alto valor nutricional (Quispe, 2018);
sin embargo, en zonas como Moquegua y Tacna, este recurso ha sido
sobreexplotado, observandose como consecuencia la disminucion de sus bancos
naturales (IMARPE, 2007). Frente a ello, el desarrollar cultivos de A. atra en
condiciones controladas constituye una alternativa sostenible para conservar el

recurso y recuperar sus poblaciones naturales.

Sin embargo, el cultivo de A. atra enfrenta diversas limitaciones en la
fase larvaria, una etapa critica en la que los organismos tienen una alta
vulnerabilidad a diferentes factores que afectan su supervivencia, destacando las
enfermedades infecciosas ocasionadas en su mayoria por bacterias (54,9%),
seguidas de virus (22,6%), parasitos (19,4%) y hongos (3,1%) (Kibenge et al.,
2012). Estos problemas, segiin experiencias de cultivo larval en otros moluscos
bivalvos, pueden estar asociados a las altas densidades en el cultivo larval, bajos
niveles de oxigeno, inadecuado tratamiento de agua, deficiencias en el alimento
suministrado o trasmision vertical de bacterias desde los reproductores (Elston,

1984; FAO, 2008; Riquelme et al., 1994).

Tradicionalmente, el control y prevencion de enfermedades en
acuicultura se ha tratado mediante el uso de antibidticos; considerados compuestos
con la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos no
deseados (Barattini, 2014). Sin embargo, su uso excesivo podria provocar
problemas de propagacion de residuos de antibidticos y consecuentemente generar
resistencia bacteriana en el medio acudtico y llegar hasta el ser humano,
convirtiéndose en un problema de salud publica (Barattini, 2014; Pepi y Focardi,

2021).
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En este contexto, es necesaria la implementacion de alternativas
sostenibles y sobre todo seguras que permitan reducir la presencia de patogenos y
mejorar la supervivencia en el cultivo larvario de A. atra. Por ende, la evaluacion
preliminar de cepas probidticas con capacidad antagonista in vitro constituye una
estrategia que podria contribuir directamente al desarrollo del potencial acuicola
en la region de Moquegua y servir como modelo replicable en otras experiencias
de cultivo (Cruz et al., 2021; de la Fuente et al., 2015). Asimismo, la aplicacion
de bacterias antagonistas, podria usarse junto a otras estrategias de manejo como
el control de la calidad de agua, manejo del alimento y medidas de bioseguridad
(Ren et al., 2021), que conlleven al incremento del rendimiento productivo y

promuevan la expansion de la maricultura en el sur del Peru.
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion y formulacion del problema
1.1.1. Descripcion del problema

A nivel mundial, la presencia de bacterias patdgenas ha sido identificada
como uno de los principales problemas en el cultivo de bivalvos, paises como
Estados Unidos, México y Chile, han reportado diferentes infecciones
bacterianas en criaderos de moluscos. Informandose mediante investigaciones la
presencia de Vibrio coralliilyticus y V. alginolyticus en criaderos de larvas de
ostra oriental Crassostrea virginica'y C. gigas (Modak y Gomez, 2020; Varela,
2022), asi también se ha detectado Pseudomonas, Moraxella y Halomonas en los
primeros estadios larvales de Argopecten purpuratus, responsables de provocar

altas tasas de mortalidad (Riquelme et al., 1995; Llanos et al., 2002).

En el Peru el cultivo de bivalvos esta enfocada principalmente en concha de
abanico (4. purpuratus), donde han reportado problemas por altas mortalidades
en etapas iniciales de cultivo, lo que ha impulsado a estudiar la identificacion y
caracterizacion de bacterias (Gonzales, 2019) asi como al uso de bacterias
probioticas aisladas con el fin de reducir la mortalidad durante el estadio larvario
(Castro et al., 2021). A pesar de que se ha buscado abordar la problematica
mediante diferentes estudios, la investigacion especifica para moluscos bivalvos,

aun es limitada (Dai et al., 2022).

En los ultimos afios se ha visto la necesidad de realizar investigaciones que
contribuyan al desarrollo 6ptimo del cultivo de moluscos bivalvos, siendo uno
de los principales retos, asegurar el éxito de la etapa larvaria, ya que en esta fase
los bivalvos son altamente vulnerables. Las bacterias juegan un papel importante
en este proceso, ya que pueden ser patdgenas y causar mortalidades masivas por
infecciones (Romalde y Barja, 2010; De la Fuente y Fatindez, 2020); o tratarse
de bacterias beneficiosas, que combaten la proliferacion de microorganismos
adversos y contribuyen a la salud larvaria (Prado et al., 2010; Kapareiko et al.,

2011).

La mortalidad en la etapa larval de moluscos bivalvos se atribuye

principalmente a la presencia de agentes infecciosos, tales como: virus, bacterias
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en su mayoria del género Vibrio, hongos, protozoos y metazoos (Modak y

Gomez, 2020; Varela, 2022). Asi mismo, factores como la alta densidad larval

y bajos niveles de oxigeno favorecen la proliferacion de bacterias patdogenas

(FAO, 2008). Ademas, la presencia de bacterias también puede deberse a un

inadecuado tratamiento del agua, el alimento suministrado o la transmision

vertical desde los reproductores (Elston, 1984; Riquelme et al., 1994). Estas

infecciones impactan de manera critica el desarrollo de la larvicultura de

moluscos bivalvos (Jimenez y Lagos, 2018). Por ello, es necesario comprender

y conocer la interaccion entre los microorganismos y las larvas para mejorar su

supervivencia en esta etapa critica.

1.1.2. Formulacion del problema

1.1.2.1. Interrogante general

(Cual es el efecto antagonista de bacterias probidticas sobre las bacterias

patogenas asociadas a mortalidad larvaria en Aulacomya atra (choro)?

1.1.2.2. Interrogantes especificas

(Existen diferencias en la concentracion de bacterias cultivables entre
larvas sanas y larvas moribundas de Aulacomya atra (choro) durante el
cultivo larvario?

(Qué bacterias con potencial patdogeno y con potencial probidtico se
encuentran presentes en larvas moribundas y sobrevivientes durante un
evento de mortalidad en el cultivo larvario de Aulacomya atra (choro)?
(Qué capacidad tienen las bacterias probioticas aisladas de inhibir el
crecimiento de las bacterias patdgenas provenientes del cultivo larvario
de Aulacomya atra (choro)?

(Cudles son las principales bacterias con potencial probidtico y
patogénico asociadas al cultivo larvario de Aulacomya atra (choro)

1dentificadas mediante técnicas moleculares?
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antagonista de bacterias probidticas sobre bacterias

patogenas asociadas a mortalidad larvaria en Aulacomya atra (choro).

1.2.2. Objetivos Especificos

- Determinar las diferencias en la concentracion de bacterias cultivables entre
larvas sanas y moribundas de Aulacomya atra (choro) en condiciones de
cultivo larvario.

- Obtener bacterias potencialmente patdégenas y potencialmente probidticas
presentes en larvas moribundas y sobrevivientes durante un evento de
mortalidad en el cultivo larvario de Aulacomya atra (choro).

- Determinar la capacidad de las bacterias con potencial probiotico aisladas,
para inhibir el crecimiento de las bacterias patdogenas provenientes del cultivo
larvario de Aulacomya atra (choro).

- Identificar con técnicas moleculares las principales bacterias con potencial
probidtico y las patdgenas asociadas al cultivo larvario de Aulacomya atra

(choro).

1.3. Justificacion e importancia

En América Latina, si bien el cultivo de moluscos bivalvos se ha
desarrollado con mayor incidencia en Chile, su desarrollo también ha
incrementado en gran medida en paises como Peru y Brasil (Lovatelli y Montt,
2008). Sin embargo, uno de los principales obstaculos de esta actividad es la
elevada mortalidad que ocurre durante los primeros estadios de desarrollo
larvario, lo que afecta tanto la produccion como la continuidad de los cultivos.
Diferentes estudios han asociado estas mortalidades a la presencia de bacterias
patdgenas principalmente de los géneros Vibrio, Pseudomonas, Moraxella y
Halomonas (Riquelme et al., 1995; Llanos et al., 2002; Modak y Gomez, 2020;
Varela, 2022). A pesar de que se han identificado agentes bacterianos
relacionados a los eventos de mortalidad larvaria, alin no se conoce en qué

momento o de qué manera se desarrollan estos problemas, principalmente con
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relacion a las diferencias microbiologicas entre larvas sanas y moribundas
(Prado et al., 2010). Es por ello, que determinar las variaciones en la
concentracion de bacterias cultivables entre ambos estados larvarios es
fundamental para comprender la relacion que existe entre carga bacteriana y

condicion sanitaria de los cultivos.

Respecto al recurso Aulacomya atra (choro), se carece de estudios acerca
de patégenos que afectan directamente los cultivos larvarios dando lugar a
mortalidades masivas, razon por la cual, como indica Wurmann (2008) se tiende
a tomar la decision de repetir o reiniciar el proceso de produccion. Por ello, el
aislamiento y caracterizacion de bacterias potencialmente patogenas y
probidticas a partir de larvas moribundas y sobrevivientes durante un evento de
mortalidad es un paso importante para lograr comprender la funcién de las
comunidades bacterianas asociadas al cultivo, y asi mismo esta informacion
permitird implementar estrategias para la obtencion de larvas viables y sanas (De

la Fuente et al., 2015).

Asi mismo, la busqueda de alternativas sostenibles para el control de
patdgenos ha impulsado el interés sobre el uso de bacterias probioticas en el
ambito de la acuicultura, debido a que este tipo de bacterias han mostrado un
efecto positivo sobre la sobrevivencia larvaria, crecimiento, rendimiento y
resistencia a enfermedades en algunos organismos acudticos de cultivo (Pérez et
al., 2020). En este sentido, evaluar la capacidad antagonista de bacterias con
potencial probiotico frente a bacterias patdogenas aisladas del cultivo larvario de
Aulacomya atra permitira determinar su posible aplicaciéon como solucion

bioldgica para reducir la mortalidad y no depender del uso de antibioticos.

Finalmente, la identificaciéon molecular de las bacterias potencialmente
patogenas y probidticas aisladas permitiran una caracterizacion mas precisa
respecto a microbiota asociada al cultivo del recurso, lo cual es una informacion
necesaria y basica, para el manejo microbiologico adecuado del cultivo larvario.
En conjunto, todos los objetivos planteados en la investigacion permitiran
generar resultados e informacion valiosa como base, orientado al desarrollo de

estrategias sostenibles para el manejo del recurso Aulacomya atra.
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1.4. Hipétesis

1.4.1. Hipotesis general

1.4.1.1.Hipotesis nula general

Ho: Las bacterias probidticas no presentan un efecto antagonista
significativo sobre las bacterias patdogenas asociadas a la mortalidad larvaria

de Aulacomya atra (choro).
1.4.1.2.Hipétesis alternativa general

Hi: Las bacterias probioticas presentan un efecto antagonista significativo
sobre las bacterias patogenas asociadas a la mortalidad larvaria de

Aulacomya atra (choro).

1.4.2. Hipdotesis especificas

1.4.2.1. Hipédtesis especifica 01

a) Hipotesis nula
Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion de bacterias

cultivables entre larvas sanas y moribundas de Aulacomya atra (choro).

b) Hipdtesis alternativa

Hi: Existen diferencias significativas en la concentracion de bacterias

cultivables entre larvas sanas y moribundas de Aulacomya atra (choro).

1.4.2.2. Hipdtesis especifica 02

a) Hipotesis nula
Ho: No hay presencia de bacterias potencialmente patégenas y con potencial

probiotico en el evento de mortalidad del cultivo larvario de Aulacomya atra

(choro).

b) Hipotesis alternativa
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1.4.2.3.

b)

Hi: Hay presencia de bacterias potencialmente patdogenas y con potencial
probiotico en el evento de mortalidad del cultivo larvario de Aulacomya atra

(choro).

Hipotesis especifica 03

Hipotesis nula (Ho)
Ho: Las bacterias con potencial probidtico aisladas no tienen un efecto
significativo en la inhibicién del crecimiento de las bacterias patdgenas

provenientes del cultivo larvario de Aulacomya atra (choro).

Hipotesis alternativa (H.):
Hi: Al menos una de las bacterias con potencial probidtico aisladas tiene un
efecto significativo en la inhibicion del crecimiento de las bacterias patogenas

provenientes del cultivo larvario de Aulacomya atra (choro).

1.4.2.4.Hipotesis especifica 04

1.5.1.

1.5.2.

c)

d)

Hipotesis nula (Ho)

Ho: No es posible identificar al menos 04 bacterias con potencial probiodtico
y 04 bacterias patdogenas que se presentan en el cultivo larvario de Aulacomya
atra (choro).

Hipotesis alternativa (Ha.):

Ha: Es posible identificar al menos 04 bacterias con potencial probiotico y 04
bacterias patogenas que se presentan en el cultivo larvario de Aulacomya atra

(choro).

1.5. Variables

Variable independiente

Mortalidad larvaria de Aulacomya atra (choro)

Variable dependiente

Concentracion de bacterias cultivables entre larvas sanas y moribundas.

Obtencion de bacterias potencialmente patdgenas y bacterias potencialmente
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probioticas.
- Inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas.

- Identificacion molecular de principales bacterias con potencial probiotico y
las patogenas.

Tabla 1

Cuadro de operacionalizacion de variables

Variables Dimensiones Indicadores
V. Independiente Presencia/ausencia de Crecimiento en
Mortalidad Larvaria de bacterias patogenas y medios de cultivo

Aulacomya atra (choro)  probidticas

V. Dependiente Concentracion bacteriana en

. larvas sanas )
Concentracion de Unidades formadoras
bacterias cultivables entre de colonias (UFC)/g

Concentracion bacteriana en

larvas sanas y moribundas
larvas enfermas

V. Dependiente - Color
Obtencion de bacterias ., .. - Textura
] , Caracterizacion fenotipica
potencialmente patogenas ) -  Forma
. de colonias

y bacterias - Borde
potencialmente - Elevaciéon
probioticas ' ' _ .

Prueba microbiologica y - Tincion Gram

bioquimica - Prueba catalasa
V. Dependiente o, o Tamafio de halos de

. Inhibicién del crecimiento g .,

Inhibicion del inhibicion

de bacterias patogenas

crecimiento de bacterias (mm)
patogenas
V. Dependiente . . . .
) p Identificacion de especie Secuenciacion y
Identificacion molecular ) L, . .,
bacteriana de interés amplificaciéon PCR

de bacterias

Nota. Se muestra la operacionalizacion de variables, donde la dimension son los aspectos de cada
variable y los indicadores son los parametros que se miden.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
1.1.1. Antecedentes internacionales

Varela (2022) en una investigacion realizada en larvas de ostras Magallana
gigas, tuvo como objetivo establecer la patogenicidad de cepas aisladas tras un evento
de mortalidad larvaria asociado a la presencia de necrosis bacilar. Para ello, evalu¢ la
presencia de bacterias mediante evaluacion microscopica y analisis bacteriologico en
medio TCBS. El in6culo bacteriano empleado (C-2021-56) fue obtenido de muestras
de larvas moribundas, que se aislaron, pasaron por pruebas bioquimicas, de tincion
Gram y de sensibilidad a antibioticos. Las larvas se colocaron en 3 recipientes (A, B,
y C) de 200 mL con 2800 larvas por grupo, alimentadas con Paviova lutheri. “A” y
“B” fueron inoculados con la cepa C-2021-56; mientras que “C” se inoculd con
solucion salina estéril. Las larvas se monitorearon cada 3 horas por 12 horas y se
realizaron analisis bacteriologicos del agua antes y 24 h después de la inoculacion, asi
como pruebas de sensibilidad a antibidticos en agar Mueller-Hinton. Los resultados
mostraron la identificacion de Vibrio alginolyticus en los grupos Ay B, y en C se tuvo
colonias tanto sacarosa positivas como negativas. 12 h después del in6culo, los grupos
A y B mostraron inmovilidad, desorientacién y mortalidad; mientras que en C no se
presentd ningun signo. A las 24 horas posteriores se registr6 una mortalidad del 90%
en los grupos A y B. Concluyéndose que las altas tasas de mortalidad larvaria fueron

causadas por infeccion de Vibrio alginolyticus en el medio de cultivo.

Molina et al. (2021), tuvieron como objetivo evaluar la actividad antagénica
de bacterias marinas contra el patogeno Vibrio parahaemolyticus AHPND en cultivos
de Litopenaeus vannamei. La metodologia incluy6 el muestreo al azar de organismos
marinos, asi como sedimentos, agua de mar y suelo. Realizaron el aislamiento
bacteriano en diferentes medios de cultivo mediante el método de siembra por
extension. Posteriormente evaluaron la actividad antagénica, utilizando la cepa
patogena Vibrio parahaemolyticus AHPND (MC32) en placas Petri con Agar Mueller-
Hinton + 2% de NaCl. La caracterizacion bioquimica se llevd a cabo utilizando el
sistema APl 20 NE y el sistema API 50 CH, y la identificacion se realizd por
secuenciacion. Los resultados mostraron la recoleccion de 96 muestras, de las cuales

se aislaron 258 bacterias; en la evaluacion de actividad antagonica se detectaron halos
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de inhibicion frente al patogeno MC32 en aislados de las cepas mencionadas como:
HA, 43, 32a, Y100 y Y119. Las cepas posteriormente fueron identificadas por
secuenciacion rDNA 16S y perfil bioquimico API, revelando la presencia de Vibrio
alginolyticus, Shewanella indica, Bacillus altitudinis, B. zhangzhouensis, B. pumilus.
En la investigacion concluyeron que las bacterias marinas presentan actividad
inhibitoria frente a patdgenos acuicolas que permitirian posteriormente al desarrollo

de componentes antimicrobianos.

De la Fuente y Faundez (2020) tuvieron como objetivo evaluar la capacidad
de bacterias aisladas en la provincia de Arauco-Chile, para inhibir bacterias patdogenas
(Vibrio anguillarum, V. splendidus y V. parahaemolyticus) asociadas a los cultivos de
moluscos bivalvos. Para ello recolectaron muestras de: moluscos bivalvos, agua de
mar, sedimento y algas, para la obtencion de cepas bacterianas. Las muestras fueron
colocadas en solucion salina marina (SMM), diluidas y sembradas en medios TSA y
TCBS. De estas se seleccionaron a aquellas con capacidad de inhibir vibrios
patdgenos, las cuales fueron caracterizadas fenotipicamente por pruebas de tincion
Gram, movilidad, descarboxilacion de la lisina, licuefaccion de la gelatina, presencia
de catalasa y oxidasa, fermentacion de glucosa y crecimiento en agar TCBS. Asi
mismo, se analiz6 la interaccion entre las cepas y sus curvas de crecimiento. Como
resultado se tuvo el aislamiento de 70 cepas bacterianas de los géneros Vibrio y
Pseudomonas, donde 3 cepas fueron inhibidoras de vibrios patdogenos: A5 (cepa de
arena), CCH18 (cepa de choro) y CA6 (cepa de alga). En el estudio de interaccion de
cepas AS inhibié a CCH18 y CA6. Asi mismo, las 3 cepas crecieron en caldo de soja
y agua de mar, pero alcanzando la fase estacionaria en diferentes tiempos y
concentraciones. Finalmente, concluyeron que las cepas CA6 y CCHI18 presentan

potencial para usarse como biocontroladores en cultivos de moluscos bivalvos.

1.1.2. Antecedentes nacionales

Castro et al. (2021), tuvieron como objetivo evaluar el efecto probidtico de
bacterias propias del intestino de Argopecten purpuratus, frente a patogenos Vibrio
anguillarum y Aeromonas salmonicida de las larvas. La metodologia se baso en el
estudio de larvas D de A. purpuratus. Para el aislamiento de bacterias probiodticas,
tomaron muestras del tracto intestinal de adultos y se cultivaron en agar comun con

2% de NaCl. La actividad anti- Vibrio se evalu6 mediante la presencia de halos de
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inhibicién en colonias tras la incubacion de 20 mL de indculo en placas de agar. Para
el desafio con patogenos, las larvas se alimentaron con Isochrysis galbana y bacterias
probidticas, luego se afadieron Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida,
evaluando la supervivencia larvaria durante 3 dias. Los resultados obtenidos,
mostraron el aislamiento de 30 cultivos microbianos, donde 12 tuvieron halos de
inhibicién de 2 a 20 mm. En los desafios empleando Vibrio anguillarum y Aeromonas
salmonicida, las larvas presentaron 90% de mortalidad en 72 h. Los probidticos
seleccionados: Prob A y Prob B disminuyeron la mortalidad frente a ambos patogenos;
siendo identificados molecularmente como Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp.
Finalmente se concluyd que el Prob. B (Bacillus sp.) fue el mas eficiente para
disminuir la mortalidad de larvas de A. purpuratus en un 47,75% y 61,08% ante el
enfrentamiento con A. salmonicida y V. anguillarum respectivamente; mientras que
Prob. A solo redujo la mortalidad al 29,88% y 34,86% enfrentandose a las mismas

bacterias.

Diringer et al. (2019), plantearon desarrollar métodos para la produccion
sostenible de larvas de Anadara tuberculosa libres de patdgenos especificos. Para ello
recolectaron ejemplares adultos del Santuario Nacional Manglares de Tumbes, y lo
transportaron al laboratorio. Realizaron un analisis de madurez gonadal y los colocaron
en tanques para la produccion de semillas por induccion. Las larvas obtenidas, fueron
empleadas para los experimentos respectivos. Para el analisis microbioldgico se aislo
y purificé bacterias de larvas moribundas, ademés de la hemolinfa de reproductores
tomadas del musculo abductor, para ello emplearon medios TSA, TCBS y Centrimide
con 2% NaCl. Seleccionaron las colonias fenotipicamente diferentes y realizaron la
tincion Gram para obtener colonias puras que fueron identificadas luego por
secuenciacion PCR. Adicional a ello, se realizaron anélisis patologico y genético de
poblaciones. Se tuvo como resultado el aislamiento de 36 cepas bacterianas, y se
identificaron Pseudomonas en muestras de biopelicula, Pseudomonas y vibrionaceas
en muestras de larvas moribundas, mientras que en ejemplares adultos se obtuvo
vibrionaceas, Pseudomonas y Shilonii. Este estudio concluyd que es viable producir

larvas de Anadara pustulosa libres de enfermedades.

Gonzales (2019) tuvo como objetivo identificar bacterias con capacidad de

producir biofilm asociadas al cultivo de concha de abanico Argopecten purpuratus en
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la bahia de Huaynuma, Casma - Peru. Para ello, las metodologias empleadas se basaron
en el aislamiento de bacterias provenientes de la bahia de Huaynuma, empleando caldo
de cultivo SWT (Sea Water Triptona) e incubacién a 22 °C por 5 dias; hisopado,
enjuague y diluciones seriadas para bacterias adheridas a malla y las suspendidas en
caldo de cultivo; indculo en agar SWT incubado por 24 a 48 h y tincion Gram para
garantizar la pureza de cada cepa. También se realizaron pruebas bioquimicas, pruebas
de tolerancia a la sal, identificacion molecular de bacterias productoras de biofilm,
amplificacion del ADN y analisis filogenético. Como resultado se obtuvieron 40 cepas
en total, siendo las més predominantes del género Vibrio, la especie V. alginolitycus;
de las cuales16, 8 y 7 fueron fuerte, moderada y débilmente productoras de biofilm y
9 fueron cepas no productoras. En conclusion, se identifico en mayor proporcion la
bacteria Gram negativa Vibrio alginolyticus, asi mismo otra bacteria identificada por

primera vez fue: Photobacterium damselae en A. purpuratus en la bahia de Huaynuma.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Biologia de la especie

2.2.1.1.Taxonomia

La clasificacion taxondémica para el recurso Aulacomya atra, segin el

Registro Mundial de Especies Marinas (WORMS, 2024) es:

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Sub clase: Autobranchia
Infraclase: Pteriomorfia
Orden: Mytilida
Superfamilia: Mytiloidea
Familia: Mytilidae
Subfamilia: Mytilidae incertae sedis
Género: Aulacomya

Especie: Aulacomya atra
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Figura 1

Ejemplar de Aulacomya atra (choro)

Nota. Tomado de IMARPE (2022)

2.2.1.2. Distribucion

La distribucion de esta especie se encuentra principalmente en la costa
peruana desde la ciudad de Chimbote al norte del pais, hasta el sur de Chile
en el estrecho de Magallanes y la Isla Juan Ferndndez (Alamo y Valdivieso,
1997). Sin embargo, también el recurso fue hallado en las costas de los
paises de Uruguay, Brasil y Argentina en el océano Atlantico, e incluso
en las costas del continente Africano (Cancino y Becerra, 2023;

Scarabino y Ortega, 2004; Septlveda et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2

Distribucion geografica de recurso Aulacomya atra (choro)

40° N

30" N

20° N

10* N

10° s

20°s

| 1 1 1 | _
120° W 110° W 100° W 80" W 80" W 70° W

Nota. La zona sombreada representa el area de distribucion natural de

Aulacomya atra en las costas de Peru y Chile. Tomado de IMARPE (2022)

2.2.1.3. Habitat

Esta especie de molusco bivalvo habita exclusivamente en
ecosistemas marinos y bentonicos, viven principalmente en zonas
intermareales hasta los 40 m de profundidad. Se encuentran en zonas costeras
adheridas a sustratos duros y rocosos. Suelen encontrarse agrupados

formando bancos de la misma especie (Bernardi ef al., 2015).
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2.2.1.4.Alimentacion

El choro, al no tener la capacidad de desplazarse para obtener
alimento, tiende a alimentarse por filtracion de plancton y detritos utilizando
sus cilios branquiales. Filtra microalgas o material particulado con tamafio
menor a 0,01 mm, para obtener los nutrientes necesarios para su desarrollo

(Pacheco y Olave, 2000).
2.2.1.5.Reproduccion

Presenta sexos separados, los cuales se diferencian entre hembra y
macho al alcanzar la madurez sexual por el color de sus gonadas, en el caso
de los ejemplares machos presentan un color amarillo claro, mientras que las
hembras se caracterizan por un color café oscuro en sus gonadas (Lozada
Lépez, 2023). La fecundacion se da de manera externa por la liberacion de
gametos de ambos sexos en el medio. Asi mismo, Incio (2018), mediante un
estudio de madurez sexual del recurso indica que en el caso de las hembras,
esta madurez se puede alcanzar desde los 35,8 mm de LV (longitud valvar)

(Figura 3).

Figura 3

Gonadas de ejemplares macho y hembra de A. atra

'y
) \‘

ghaV
Nota. Coloracion de las goénadas de Aulacomya atra, donde la gonada

femenina (9) presenta tonalidades pardo-violaceas a marrén oscuro y la

masculina (2 coloracién crema a amarillo palido.
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2.2.1.6. Ciclo de vida

Para que las hembras y machos formen o6vulos y espermios

sexualmente maduros, se requiere una cantidad adecuada de alimento y

condiciones ambientales Optimas. En su ciclo de vida, los 6vulos y espermios

son liberados al medio, donde ocurre la fertilizacion, dando inicio al

desarrollo de larvas trocoforas. Conforme estas se desarrollan, se convierten

en larvas véliger, momento en el que ya presentan la capacidad de alimentarse

y desplazarse gracias a su velo. Posteriormente, se transforman en larvas

pedivéliger, cuyo tamafio varia entre 240 y 300 micras. En esta etapa, el velo

se va perdiendo y aparece un pie que les permite moverse en busca de un

sustrato. Una vez que lo encuentran, se fijan y pasan a la etapa de postlarva,

continuando su crecimiento hasta lograr una talla comercial, el cual puede

tardar hasta los 2 o 3 afos (Pacheco y Olave, 2000) (Figura 4).

Figura 4

Ciclo de vida en A. atra

45 horas

-

15 dias

Controlado (Cultivo Inicial)

14 meses

Medio Natural

35 dias

ultivo Intermedio;

4 meses
10 mm

8 meses.
25 mm

. Natural)

Nota. Desarrollo de ciclo de vida de A. atra, desde un cultivo controlado:
liberacion de gametos, desarrollo embrionario, desarrollo larvario. Cultivo
semicontrolado: desarrollo de postarlar y juveniles. Cultivo de engorde:

adultos llevados al medio natural. Tomado de IMARPE (2022)
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2.2.2. Problemas en larvicultura de moluscos bivalvos

La larvicultura de moluscos bivalvos ha tenido bastante importancia en los
ultimos afios en Latinoamérica. Sin embargo, se tienen un conjunto de desafios
asociados la baja cantidad y calidad de semillas producidas en hatchery, se
considera que ello se relaciona a la alta mortalidad en etapas larvarias,
postlarvarias y juveniles, asi como a problemas en crecimiento, maduracion de
reproductores, tecnologia inadecuada y ausencia de manuales de procedimiento

para cada especie de cultivo (Lovatelli y Montt, 2008).

Aspectos como la alta densidad de cultivo larvario, la presencia de
concentraciones elevadas de materia orgdnica y bajos niveles de oxigeno en el
medio de cultivo, dan lugar a una facil proliferacion de diferentes especies de
bacterias, dentro de ellas las patdgenas, causantes de eventos de mortalidad
masiva (Wurmann, 2008). Investigaciones previas sefialan la presencia de
Halomonas sp., Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila y Vibrio

alginolyticus, como causantes de estas mortalidades (Riquelme et al., 1995).

2.2.3. Bacterias en acuicultura

2.2.3.1.Bacterias patogenas

Las bacterias patdgenas son microorganismos que tienen la capacidad
de generar enfermedades o infecciones en sus huéspedes (Cardenas et al.,
2014). Dentro del campo de la acuicultura, los patégenos considerados como
aquellos con mayor prevalencia son: Lactococcus garvieae, Listonella
anguillarum, Aeromona hydrophila, Photobacterium damsela, Streptococcus
iniae, Carnobacterium piscicola, Yersinia ruckeri; mientras que propiamente
del género Vibrio se tiene a: Vibrio anguillarum , Vibrio vulnificus y Vibrio
alginolitycus, (Desriac et al., 2010; Frans et al., 2011; Mufioz et al., 2013;
Watts et al., 2017)
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Tabla 2

Patogenos bacterianos asociados al cultivo de moluscos en Chile

Especie Etapa  Especie Bioensayo de Ensayo
cultivada patégena patogenicidad (Indculo,
densidad de moluscos
desafiados, volumen
final, tiempo de desafio)
Argopecten  Larval  Vibrio 10*108 cel mL™!, 2 larvas  In vivo
purpuratus Anguillarum mL, 15 mL, 24h
Argopecten  Larval  Aeromonas 5,5x10%-5,5x10* cel mL"!, In vivo
purpuratus hydrophila 1-3 larvas mL™!
Argopecten  Larval  Vibrio 5,5x10%-5,5x10? cel mL™', In vivo
purpuratus alguinolyticus ~ 1-3 larvas mL!
Argopecten  Larval — Halomonas sp. 10°cel mL™!, 10 larvas mL™ In vivo
purpuratus 1,300 mL, 48h
Argopecten  Larval  Vibrio 1,0x10° UFC mL, 20 In vivo
purpuratus splendidus larvas mL™">*mL, 48h
Haliotis Adulto  Candidatus Sin bioensayo
rufences Xenohaliotis
californiensis
Haliotis Adulto  Xenohaliotis Sin bioensayo
rufences californiensis

Nota. Tomado de De la Fuente ef al. (2015)
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2.2.3.2.Bacterias probidticas

Las bacterias probidticas son consideradas microorganismos o un
conjunto de microorganismos con capacidad de mejorar la calidad de agua,
mejorar el sistema inmunoldgico de los organismos acuaticos a los que les
son suministrados (Hai, 2015). Dentro de los mas empleados en acuicultura
estan:Bacillus, Streptomyces  (Pérez et al., 2020), B. subtilis, B.
licheniformis, B. pumilus y B. amyloliquefacien (Prieto et al., 2012; Yi et al.,
2018), aisladas de diferentes fuentes: agua, intestinos de peces, algas marinas,

del mismo alimento, entre otros (Figura 5).

Figura 5

Caracteristicas del género Bacillus

* Barato Resiste a largos periodos
* No patégeno Género Bacillus como = de almacenamiento

«  No téxico probidtico (produccién esporas)
— / Produccién de
Actividad enzimas digestivas
antimicrobiana
Moduladores de Moduladores de l
s antioxidantes inmunidad

Mejora el crecimiento y
Produccion de metabolitos disponibilidad de

I i) - * + 1’
{antibidticos o bacteriocinas) nutrientes en el huésped

N . Previenen el
¥ enzimas liticas

strass oxidativo Regulan el sistema

inmune humoral

\ r L4

Mejora la salud e inmunidad del huésped

k J

Previene la adhesidn
de bacterias patégenas

F 3

L 4

Nota. Principales mecanismos y beneficios del género Bacillus como probiotico.

Tomado de Kuebutornye ef al. (2019)
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Tabla 3

Actividad de bacterias probiodticas contra bacterias patogenas de moluscos en Chile

Molusco Etapa Especie Especie patogénica Ensayo
beneficiado probiotica
Argopecten  Larva  Alteromonas Vibrio sp., Aeromonas  In vivo
purpuratus haloplanktis hydrophila
Argopecten  Larva Vibrio sp. Vibrio anguillarum- Invivo
purpuratus related
Argopecten  Larva  Arthrobacter Vibrio anguillarum- In vivo
purpuratus sp. related
Argopecten  Larva  Pseudomonas Vibrio anguillarum- In vivo
purpuratus sp. related
Argopecten  Larva Bacillus sp. Vibrio anguillarum- In vivo
purpuratus related
Concholepas  Larva Bacillus sp. Vibrio In vivo
concholepas parahaemolyticus
Concholepas  Larva Bacillus Vibrio In vivo
concholepas pumilus parahaemolyticus
Concholepas  Larva Bacillus Vibrio Invivo
concholepas pumilus parahaemolyticus
Haliotis Juvenil Vibrio sp. Vibrio In vivo
rufences /adulto parahaemolyticus
Haliotis Juvenil Vibrio sp. Vibrio In vivo
rufences /adulto parahaemolyticus
Haliotis Juvenil  Agarivorans Vibrio In vivo
rufences /adulto albus parahaemolyticus

Nota. Tomado de De la Fuente et al. (2015)

2.2.4. Medios de cultivo

2.2.4.1.Agar GSP (Agar Selectivo para Pseudomonas y Aeromonas)

Este tipo de agar, en su composicion, como Unicos nutrientes al

glutamato y almidon, no todos los microorganismos pueden metabolizar estos

nutrientes. Este medio de cultivo permite el aislamiento de Pseudomonas y

Aeromonas, estos ultimos tienen la capacidad de degradar el almidon, y la
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produccién de acido genera un cambio de color del fenol rojo a amarillo. Para
su preparacion se diluyen 45g de medio deshidratado por litro de agua
destilada y pasan por un proceso de autoclavado a 121°C (Merck, 2025a), el
medio ya inoculado con las muestras son incubadas hasta las 72h

aproximadamente a una temperatura de 28*C en condiciones aerobias.

Tabla 4

Caracteristicas de colonias crecidas en medio GSP

Apariencia de colonias Microorganismos

Grande, de 2-3 mm de diametro,
color azul-violeta, rodeado por una Pseudomonas
zona rojo-violeta.

Grande, de 2-3 mm de diametro,
color amarillo y rodeada por una Aeromonas
zona amarilla.

Generalmente pequefio, crecimiento

. Enterobacteriaceae
retardado, a veces mucoide.

Nota. Adaptado de Merck (2025a)

2.2.4.2.Agar TCBS (tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa)

Este medio de cultivo contiene como parte de su composicion sales
biliares, tiosulfato y citrato; el medio como tal puede presentar valores de pH
de 8.6, un medio alcalino, estas caracteristicas inhiben el crecimiento de otros
microrganismos como las Enterobacterias. Una vez inoculada la muestra en
el agar TCBS, se incuba a 37°C por un periodo de 24 + 3h (Merck, 2021)
(Figura 6).

Tabla §

Crecimiento de colonias en medio TCBS segun cepas de referencia

Cepa de prueba Especificacion
Crecimiento Reaccion tipica
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Vibrio parahaemolyticus ATCC®

17802 [WDCM 00037] bueno colonias verdes
Vibrio parahaemolyticus NCTC bueno colonias verdes
10885 [WDCM 00185]
Vibrio furnissii DSM 14383 bueno colonias
u .
[WDCM 00186] amarillas
Escherichia coli ATCC® 25922 inhibicisn total 1o anlica
[WDCM 00013] P
Escherichia coli ATCC® 8739 inhibicién total 1o aplica
[WDCM 00012] P
Escherichia coli ATCC® 11775 inhibicion total no avlica
[WDCM 00090] P

Nota. Adaptado de Merck (2021).

Figura 6

Caracteristicas visuales en especies del género Vibrio crecido en medio TCBS

Vibrio parahaemolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio cholerae Biotype El Tor
ATCC® 17802 [WDCM 00037]

Nota. En el medio TCBS, Vibrio parahaemolyticus presenta colonias de color
verde, mientras que Vibrio alginolyticus y Vibrio cholerae desarrollan colonias

de color amarillo. Tomado de Merck (2021).

2.2.4.3.PCA (Plate count agar)

El medio PCA permite el crecimiento de microorganismos aerobios;

estd compuesto por dextrosa, caseina y extracto de levadura que proporciona

35



carbono, energia, nitrégeno, vitaminas, aminoacidos y minerales ideales para
el crecimiento de la mayoria de las bacterias, la transparencia caracteristica del
medio y el crecimiento de buen tamafio de las colonias bacterianas permite su

aislamiento y recuentos (Condalab, 2019b; Merck, 2025b) (Figura 7)

Figura 7

Caracteristicas de colonias crecidas en medio PCA segun cepas de referencia

Nota. Se muestran caracteristicas de crecimiento de cepas comerciales, A: E.

coli ATCC y B: §. aureus ATCC en agar de recuento en placa (PCA). Tomado
de Merck (2025b)

2.2.4.4. Centrimide Agar

El medio Centrimide, permite el aislamiento selectivo de
Pseudomonas aeruginosa y en menor medida otras especies del mismo
género, dentro de su composicion contiene bromuro de cetiltrimetilamonio
que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de la flora microbiana

acompafiante (Britania, 2021; HIMEDIA, 2025).
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Tabla 6

Caracteristicas observadas después de incubacion en medio Centrimide

o
Organismo Crecimiento Recuperacion . T de. . Incubacion
incubacion
Pseudomgnas exuberante >50 % 30-35°C <18 horas
paraeruginosa
Escherichia coli inhibido 0% 30-35 °C >72 horas
Pseudomonas exuberante >50 % 30-35°C 18-24 horas
aeruginosa
Stenotrophomgna inhibido 0% 30-35 °C >72 horas
s maltophilia
Staphylococcus inhibido 0% 30-35 °C >72 horas
aureus

Nota. Tomado de HIMEDIA (2025)

2.2.4.5.Agar Macconkey

El MacConkey permite el crecimiento y aislamiento de bacterias gram
negativas entéricas, que pueden tener o no la capacidad de fermentar lactosa o
azucares, es considerado un medio selectivo y diferencial, donde
principalmente crecen microorganismos del género Enterobacteriaceae y
Pseudomonas incubados a 35 = 1 °C por un periodo de 20 + 2 horas en

condiciones aerobias (Allen, 2016) (Figura 8).

Figura 8

Diferenciacion visual de bacterias segun fermentacion de lactosa

Nota. Crecimiento de colonias crecidas en medio MacConkey, A:
fermentadoras de lactosa y B: no fermentadoras de lactosa. Adaptado de MDM
(2020) y Labor (2010).
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Tabla 7

Especificaciones microbiologicas del medio Agar MacConkey

Organismo Resultado esperado
Shigella flexneri ATCC incoloro; colonias translucidas sin zona de
29903 precipitacion, color amarillento medio
Shigella sonnei ATCC incoloro; colonias translicidas sin zona de
29930 precipitacion, color amarillento medio
Proteus mirabilis ATCC incoloro; colonias translicidas sin zona de
29906 precipitacion, color amarillento medio
Enterococcus faecalis Si hay crecimiento: colonias pequefias, redondas y
ATCC 29212 rojas sin zona de precipitacion
Escherichia coli ATCC Recuperacion en medio de prueba (Escherichia
8739 coli ATCC 8739, WDCM 00012)
Salmonella Colonias incoloras, transparentes y ambares

Nota. Adaptado de Merck (2022).

2.2.4.6.Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe)

Este es un medio selectivo que permite el crecimiento de bacterias acido

lacticas, especialmente Bacillus y Lactobacillus, algunos que crecen
escasamente en otros medios de cultivo como Lactobacillus brevis y L.
fermenti; dentro de su composicidn incluye peptona, extracto de carne, extracto
de levadura, glucosa, polisorbato, citrato de amonio y acetato de sodio, los
cuales otorgan al medio condiciones que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos competidores (Condalab, 2019a). Los Bacillus y
Lactobacillus son bacterias microaerofilas, por ende, se requiere realizar una

siembra de doble capa o trabajar con jarras de anaerobiosis.
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Tabla 8

Respuesta de crecimiento y recuperacion de cepas lacticas en medio MRS

Organismo Crecimiento Recuperacion

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 exuberante >50%
Lactobacillus casei ATCC 9595 exuberante >50%
Lactobacillus ATCC 9338 exuberante >50%
Plantas de lactobacilos ATCC 8014 exuberante >50%
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC exuberante >50%
19435

Lactococcus sakei ATCC 15521 exuberante >50%
Pediococcus damnosus ATCC 29358 exuberante >50%
Pediococcus pentosaceus ATCC 33316 exuberante <10%
Bifidobacterium bifidum ATCC 11863 exuberante <10%
Escherichia coli ATCC 25922 nulo—escaso <10%

Nota. Adaptado de HIMEDIA (2023).

2.2.4.7.Agar Mueller-Hilton

El agar Mueller-Hinton es un medio de cultivo empleado en su mayoria
para evaluar la sensibilidad contra antibidticos; estd compuesto por extracto
de carne, hidrolizado de caseina, almidon y agar. Para su preparacion se
disuelven 38g por cada litro de agua destilada, el cual como la mayoria de
medios de cultivo, se esteriliza en autoclave con 15 1b de presion durante 15

minutos a 121°C (HiMedia, 2018)

2.2.5. Tipos de siembra
Las técnicas de siembra empleadas en el ambito de la microbiologia
pueden ser diversas, entre ellas, segun lo mencionado por Reynoso et al. (2015):

siembra por puncidn, siembra en estria, siembra de agotamiento por estrias,

39



siembra con espatula Drigalsky, siembra por vertido en placa y siembra con

hisopo, los cuales se describen a continuacion:
2.2.5.1. Siembra por puncion

Este tipo de siembra consiste en tomar el indéculo con un asa recta e
introducirla en un tubo con agar, sin tocar las paredes del tubo, asi mismo, se
debe considerar que el asa debe ser quemada antes y después de usarla. Este tipo
de siembra nos permite conocer el comportamiento de las bacterias frente al

oxigeno (Reynoso et al., 2015) (Figura 9).

Figura 9

Representacion grdfica de siembra por puncion
Puncidn
limpia

Ansa recta

‘ e e e

Muestra Medio (agar en columna)

Nota. Tomado de Reynoso et al. (2015).

2.2.5.2. Siembra en estrias

Para este tipo de siembra, se usa un asa bacterioldgica, con el que se
toma la bacteria de interés y se siembra en otro tubo con agar inclinado
formando estrias en la superficie, es un método util para el crecimiento de

bacterias aerobias y aerobias facultativas (Reynoso et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10

Siembra por estrias en agar inclinado

Ansa en /
anillo £

0

Siembra
en zig-zag
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e e T —
‘ Muestra Medio {agar inclinado

o pico de flauta)

Nota. Tomado de Reynoso et al. (2015).

2.2.5.3.Siembra por agotamiento en estrias

Para usar esta técnica, se toma la muestra de interés y se realiza una

serie de estrias en la tercera parte de la placa con el medio de cultivo,

posteriormente se quema el asa y se realiza otro estriado en direccion

perpendicular a la anterior sin superponerla y luego se completa la ultima

estria mas dispersa con la finalidad de reducir la concentracion de bacterias y

contribuir al aislamiento de colonias de interés. Una vez las placas estén

inoculadas, se incuban por un periodo de 24 a 48h segtn el microorganismo

a cultivar (Reynoso et al., 2015) (Figura 11).

Figura 11

Procedimiento para siembra por agotamiento en estrias

a) esferilizar &l ansga b)Y tomar fa muestra

Nota. Tomado de Reynoso ef al. (2015).

ch sembrar en estrias
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2.2.5.4.Siembra por dispersion en superficie

Para ello, se toma 01 mL de la muestra, se coloca en la superficie del
agar en placa Petri y se dispersa con un asa Drigalsky estéril previamente
flameada y enfriada, para dispersar la muestra se realiza movimientos
rotatorios en toda la superficie para asegura la absorcion completa. Esta técnica
es usada principalmente para ver el efecto de los antimicrobianos y para realizar

el recuento de colonias (Reynoso et al., 2015) (Figura 12).

Figura 12

Siembra por dispersion en superficie

Serie de diluciones conocidas de
la muestra

10t 102 103 10 103
-%%

Indculo

Nota. Tomado de Reynoso et al. (2015).

2.2.5.5.Siembra por vertido en placa

Se toma por lo general 1 mL de la muestra y se inocula a un tubo de
ensayo con agar fundido, para luego verter el contenido a una placa Petri vacia,
el contenido se homogeniza con movimientos rotatorios y se deja solidificar,
posteriormente se incuba a un tiempo y temperatura determinado segun los
requerimientos de la bacteria y el medio de cultivo. Con esta técnica se logra
el crecimiento de bacterias aerobios, aerobios facultativos y microaerofilos

(Reynoso et al., 2015) (Figura 13).
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Figura 13

Siembra por vertido en placa

colonias
\

| a) agar fundido

c) colonias aisladas

b) vertido en placa

Nota. Tomado de Reynoso et al. (2015).

2.2.5.6.Siembra con hisopo

Para ello se inserta un hisopo estéril en la muestra o cultivo liquido previamente
enriquecido, se elimina el exceso de liquido del hisopo presionando contra las
paredes del tubo de donde se extrae la muestra y posteriormente se esparce el
indculo contenido en el hispo en la superficie de la placa con agar (Reynoso et

al., 2015).

2.2.6. Pruebas bioquimicas

2.2.6.1.Tincion Gram

La tincidén Gram es una técnica de coloracion para analisis inicial de bacterias
que permite diferenciarlas de acuerdo a su coloracion y morfologia (Popescu
y Doyle, 1996). En funcidén a su estructura y composicioén de pared celular,
las bacterias pueden clasificarse entre Gram negativas y Gram positivas;
dentro de los colorantes que incluye este método se encuentra: cristal violeta,
yodo gram, decolorante (alcohol acetona o alcohol etilico al 96% y por Gltimo
la safranina, tras culminar el proceso las bacterias que se tifien de azul son
Gram positivas y las que se tifien de rosa son Gram negativas (Beveridge,

1990) (Figura 14).
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Figura 14

Procedimiento para tincion Gram
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Nota. Tomado de Labster (2025).

2.2.6.2.Prueba de catalasa

Es una prueba microbioldgica que permite identificar la presencia de la
enzima catalasa en las bacterias, esta enzima tiene la capacidad de
descomponer el peroxido de hidrogeno (H:20:) en agua y oxigeno. Para
realizar la prueba se toma parte de la colonia de una bacteria y se coloca sobre
un portaobjetos, luego se adiciona una gota de peroxido al 3%, donde la
formacion inmediata de burbujeo indica que la prueba es positiva, mientras
que su ausencia indica el resultado negativo (Khatoon ef al., 2022; Reiner,

2013) (Figura 15).

Figura 15

Prueba catalasa positiva y negativa

Nota. Resultados de catalasa positiva (+) y negativa (-) identificada

por burbujeo ante la presencia de peroxido en la muestra. Tomado
de Reiner (2013)
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2.2.7. Pruebas moleculares

Las pruebas moleculares permiten el andlisis de &4cidos nucleicos para la

identificacion de especies y genotipos, para ello se requiere como paso principal

la extraccion de ADN o ARN, el cual debe purificarse adecuadamente, para su

extraccion se hace uso de kits comerciales donde especifican el procedimiento

para la extraccion. Los métodos para purificar el ADN se basan principalmente

en procesos de: extraccion, ultrafiltracion, cromatografia y centrifugacion (Diz,

2020).

e PCR: Es la reaccion cadena polimerasa, que trabaja con un fragmento
especifico de ADN, empleando primers o cebadores, para su
amplificacion se usan 25-40 ciclos de cambio de temperatura, cada ciclo
tiene etapas de: desnaturalizacion (94-96°C), alineamiento (45-55°C) y
extension (72°C).

e RT-PCR: Es una variante en la cual inicialmente se trabaja con el ARN
y no ADN, pero en el proceso una transcriptasa inversa convierte el ARN
en ADN complementario (cDNA), para que luego se amplifique por PCR

normal.

2.3. Definicion de términos

Acuicultura: Actividades donde se desarrolla el cultivo de organismos
acuaticos para investigacion, conservacion o comercializacion.
Antagonismo: Capacidad de inhibicion de una bacteria frente a otra,
mediante la reduccion de su crecimiento.

Bacterias: Son microorganismos unicelulares microscopicos, pueden ser
patogenos y causar enfermedades, o benéficas mejorando la salud del
hospedador.

Bivalvos: Molusco que se caracteriza por presentar dos valvas o también
denominadas dos conchas.

Hatchery: Infraestructura acuicola que, en condiciones controladas, lleva a
cabo el cultivo organismos acuaticos en sus primeros estadios de desarrollo.
Inhibir: Capacidad de dificultar, reprimir o impedir el desarrollo de una

accion, un proceso o una actividad especifica.
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Larvas: Correspondiente a las primeras fases de desarrollo de muchos
organismos, en la que el individuo presenta una morfologia distinta a la del
adulto, para lo cual pasa por un conjunto de procesos de metamorfosis.
Molusco: Phylum de animales invertebrados presentes en diferentes medios
acuaticos, presentan cuerpos blandos y en la mayoria de casos conchas
calcéreas.

Patogenos: Microorganismos con la capacidad de generar enfermedades en
otro organismo que es de huésped.

Probioticos: Microorganismos que, suministrado en concentraciones
adecuadas, tienen efectos positivos en la salud del huésped, ayudando a

combatir a microorganismos patdgenos.
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III. METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de investigacion

3.1.1.

3.1.2.

Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, por la evaluacion del
efecto de la variable independiente sobre la variable dependiente (Ramos, 2021),
debido a que en esta investigacion, se manipularan las variables en un medio
controlado con la finalidad de ver el efecto antagonico de las bacterias con
potencial probidtico previamente aisladas frente a las bacterias potencialmente

patdgenas en el cultivo larvario de Aulacomya atra (choro).

Nivel de investigacion

El estudio es de nivel exploratorio, debido a que la investigacion nos permite
inicialmente tener una informacion que servird de base para estudios mas
complejos (Zafra, 2006). En esta investigacion se identificard la diversidad
bacteriana en los medios de cultivo larvario de Aulacomya atra (choro) y asi
mismo ver el efecto antagonista de algunas bacterias, informacion que servird de

fuente de datos para futuras investigaciones.

3.2. Ambito temporal y espacial

3.2.1.

3.2.2.

Ambito temporal

El presente estudio se inicid el 23 de julio de 2025, correspondiente al dia
12 del cultivo larvario de Aulacomya atra (choro). Durante el primer mes posterior
al muestreo se ejecutaron los procedimientos de aislamiento y caracterizacion
preliminar de las bacterias, mientras que la identificacion molecular de las cepas
obtenidas se desarroll6 en el mes de octubre, completando el proceso de analisis

microbiologico planteado en la investigacion.

Ambito espacial

La investigacion se desarrolld en el Laboratorio de investigacion Acuicola
(LIA) del laboratorio costero de Ilo - Instituto del Mar del Pert (IMARPE),
situado en Jr. Mirave — Ilo, donde se realiz6 la recoleccion de muestras bacterianas
asociadas al cultivo larvario de Aulacomya atra; asi como los procedimientos de
aislamiento y caracterizacion bacteriana (Figura 16).
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Figura 16

Ubicacion del Laboratorio costero de IMARPE - Ilo

Nota. Se muestra la ubicaciéon segun Google maps del laboratorio
costero de Ilo, Laboratorio de investigacion acuicola (LIA)

3.3. Poblacion y muestra
3.3.1. Poblacion

Conformada por la totalidad de bacterias aisladas en los medios de cultivo,
tanto patdgenas como las potencialmente probidticas, provenientes del cultivo

larvario de Aulacomya atra (choro).

3.3.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por 4 bacterias patdgenas y 4 bacterias
potencialmente probioticas. Para su eleccion se consideraron a las que tuvieron

mayor prevalencia en los medios de cultivo empleados.
3.4. Instrumentos
3.4.1. Materiales, equipos, reactivos

3.4.1.1. Materiales

- Tubos eppendorf 1 ml
- 3 tapers de 2L

- Micropipeta 10 - 100 ul
- Micropipeta 1000 ul
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6 pipetas Pasteur de plastico
Pipeta graduada de 5 ml
Tamiz de 50 pm

2 morteros de porcelana
Placas Petri

Tubos de ensayo de 10 ml
Asa Drigalsky

Asa bacteriologica
Mechero bunsen
Matraces 250 ml
Matraces 500 ml
Matraces de 1000 ml

3.4.1.2.Reactivos

Solucion salina fisioldgica o suero fisioldgico estéril (0.85%)
Cloruro de bario dihidratado 1,175 %
Glicerol 100%

Acido sulfurico 1%

Agar Mueller-Hinton

Agar MRS

Agar CENTRIMIDE

Agar TCBS

Agar GSP

Agar MacConkey

Agar PCA

Alcohol etilico 95%

Fuccina

Lugol

Cristal violeta

Aceite de inmersion

Peroxido de hidrogeno 3%

3.4.1.3.Equipos:

Incubadora
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- Estufa
- Autoclave

- Centrifuga

3.5. Procedimientos

3.5.1. Determinacion de las diferencias en la concentracion de bacterias entre larvas
sanas y moribundas de Aulacomya atra

3.5.1.1. Recoleccion de muestras

Para iniciar con la recoleccion de muestras, se considero el estado general
del cultivo. Se decidié tomar las muestras en el dia 12 posterior a la
fecundacion, al detectarse una mortalidad del 79% con un total de 22857 larvas
sobrevivientes. En esta etapa, se encontraban en fase larval umbonada,
proximo a pediveliger y asentamiento, momento en el que suele producirse una
mayor mortalidad (Bayne, 1965; FAO, 2008). Considerando la metodologia
descrita por Urtubia et al. (2023), en este caso las muestras fueron tomadas por
duplicado y obtenidas de dos fuentes principales: larvas muertas o moribundas
y larvas sanas o sobrevivientes de un evento de mortalidad en el cultivo larvario
de Aulacomya atra desarrollado por el laboratorio de investigacion acuicola

(LIA) del Instituto del Mar del Peru — Sede Ilo (Figura 17).

Figura 17

Larvas moribundas en el cultivo
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Para la recoleccion de larvas, se tomo en cuenta la metodologia descrita
por Godoy et al. (2011), para ello se empled un tamiz de 50 um, el cual fue
colocado en la salida de agua del sistema de cultivo. Las larvas obtenidas fueron
dispuestas en un recipiente estéril (2 L), donde fueron separadas las larvas sanas
de las moribundas, se realizaron tres lavados sucesivos empleando agua de mar
estéril, se colectaron 2 muestras de larvas sanas y 2 muestras de larvas moribundas

en tubos eppendorf de 1 mL (Figura 18).

Figura 18

Tanque de cultivo larvario de A. atra

Nota. Se muestra el tanque de 500 L del cultivo larvario de
choro, de donde procedieron las muestras por el evento de
mortalidad.

Para la separacion de larvas sanas y moribundas, se sigui6 la
recomendacion de Ayerbe (comunicacion personal, 15 de febrero de 2025), para
ello se colocaron las larvas en un recipiente estéril (2 L), con una leve inclinacion.
Las larvas sanas se desplazaron hacia el lado mas bajo de la pendiente, mientras
que las larvas moribundas, permanecieron sedimentadas en el centro sin
movimiento. Posteriormente, se procedid a extraer ambas muestras (larvas sanas
y moribundas) por separado en tubos eppendorf de 1 mL, para su analisis

microbiologico (Figura 19).
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Figura 19

Separacion de larvas de A. atra vivas y moribundas o muertas

Nota. Disposicion inclinada de recipiente para la separacion de
larvas con movimiento (vivas) y sin movimiento (muertas)

3.5.1.2.Cuantificacion de concentracion bacteriana en larvas

Para la cuantificaciéon de bacterias, las muestras de larvas sanas y
moribundas fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos, descartandose
el sobrenadante, mientras que el sedimento fue molido manualmente en un
mortero de vidrio estéril con 2 mL de solucion salina fisioldgica estéril (0,85 %)
hasta obtener un homogenizado (Rojas et al., 2015). Con el homogenizado se
prepararon diluciones seriadas (107!, 1072, 102 y 10™*), las cuales fueron
inoculadas en medio PCA y TCBS, con incubacion a 37 °C por 24 h a 48h. La
determinacion de la concentracion bacteriana se expresé como UFC/mL y
UFC/g, empleando los procedimientos y féormulas descritas por Cerra et al.
(2013) y Nonga et al. (2023).

n°de colonias x 1
UFC/mL =

factor de diluciéon x volumen de muestra (mlL)

UFC UFC Volumentotal de dilucién (mlL)
= X
g mL Peso de la muestra (g)
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3.5.2. Aislamiento de bacterias potencialmente patégenas y probidticas en larvas
sanas y moribundas

3.5.2.1.Aislamiento en larvas sanas

Para las muestras de larvas sanas obtenidas se sigui6 el procedimiento
descrito por Rojas et al. (2015), donde las larvas se centrifugaron durante 5
minutos a 3000 rpm, el agua excedente se elimind y las larvas sedimentadas
se molieron manualmente con adicién de 2 mL de solucidn salina fisiologica
o suero fisiologico estéril (0,85%) en un mortero de vidrio estéril, dando lugar
aun homogenizado. A este homogenizado se le hicieron diluciones a 10!, 10°
2,107 y 10" empleando solucién salina, se realizaron las siembras de 0,1 mL
en agar De Man Rogosa Sharpe (MRS) para la identificacion de Lactobacillus
y Bacillus; estas placas se incubaron a una temperatura de 37°C por 48h en
condiciones anaerobicas, hasta que se observd crecimiento de las colonias

(Figura 20).

Figura 20

Centrifugado de muestras

Las condiciones anaerdbicas para la incubacion de las placas con el
in6culo de la muestra, se otorgaron empleando un deposito de vidrio de
sellado hermético, se introdujeron las placas en posicién invertida y se

prendi6 una vela pequefia para luego cerrar el recipiente, con la finalidad de
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que se produzca CO; al interior y se retire la presencia de oxigeno en el medio

(Figura 21).

Figura 21

Condiciones anaerobias o microaerofilas para incubacion en medio MRS

El indculo se distribuyo en 100 puL. por cada muestra (A y B), en el
medio de cultivo MRS empleado para la identificacion de Lactobacillus. Se
consider6 diluciones seriadas (-1,-2,-3 y -4) en el que se emplea 1 mL de la

muestra inicial en 9 mL de solucion salina (Figura 22).

Figura 22

Diserio para siembra en placas — medio MRS para larvas sanas

Muestra A
-1 -2 -3 -4
Medio MRS @ —J &—J &—
Muestra B

Veand
]

-1 2 -3 4
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3.5.2.2.Aislamiento en larvas moribundas

Del mismo modo, para las muestras de larvas moribundas obtenidas, se
realizé el centrifugado durante 5 minutos a 3000 rpm, posterior a ello el exceso
de agua se descarto y las larvas asentadas se molieron manualmente con adicion
de 2 mL de solucion salina fisiologica estéril (0.85%), y a partir de homogenizado
que se obtuvo se sembrd 0.1 mL de la muestra en cada medio de cultivo,
considerando las diluciones -1, -2 y -3 para su inoculo en los medios: Agar TCBS,
GSP, Macconkey y PCA, solo para aislamiento de bacterias y todo ello fue
incubado a 35°C por 18h-24h (Figura 23).

Figura 23

Diserio para siembra en placas para aislamiento

Muestra A Muestra B
-1 9 3 1 -5 -3
Medio PCA { 1001 1001 1004l 1004l 1004l 100p1
-1 =) -3 -1 ) -3
Medio TCBS
{ 1004l 100! 1001 100l 100l 100l
] -2 -3 z - 5
Medio GSP : 2 :
100p! 100l 100ul 100yl 100p! 100p!
e I 5 k. -3 1 -2 -3
MACCONKEY 1004l 100ul 100u1 100l 1004l 100pl

3.5.2.3.Caracterizacion fenotipica

Para la caracterizacion fenotipica, se consider6 la metodologia descrita
por Bou et al. (2011), basada en criterios observables, incluyendo aspectos como:
morfologia, desarrollo, y propiedades tanto bioquimicas como metabolicas. En el
caso de este trabajo de investigacion, con la finalidad de contar con un registro de
las cepas previamente aisladas en los cultivos larvarios de Aulacomya atra, se
tomo en cuenta el registro morfoldgico, considerando: color, textura, forma, borde

y elevacion (Cappuccino, 2017) (Figura 24).
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Figura 24

Guia para clasificacion morfologica de colonias bacterianas
Forms

Circular

* Rhizoid

Irregular

A
Raised
Lobate Undulate
=
Convex
Serrate
Filamentous ‘.
3 Umbonate
Margins Elevation

(b) Colonies on agar plates

Nota. Tomado de (Cappuccino, 2017)

3.5.2.4.Pruebas bioquimicas complementarias

En cada cepa aislada se realizaron dos pruebas preliminares: tincién de
Gram y prueba de la catalasa. A partir de los resultados de ambas pruebas, y en

conjunto con las caracteristicas fenotipicas se plantearon grupos presuntivos.

Tincion Gram

La tincion de Gram se realizo con la finalidad de determinar la reaccion de
las cepas bacterianas frente a los colorantes empleados en el procedimiento, lo
cual permite clasificarlas entre Gram positivas o Gram negativas. Para ello, se
empled la metodologia descrita por Cappuccino (2017), para lo cual se tom6 una
muestra de la colonia bacteriana de interés y se colocd sobre sobre un porta
objetos, se fij6 la muestra con calor y se aplico inicialmente cristal violeta por 60
segundos, luego se enjuagd con agua destilada y se afiadié lugol como mordiente

por otros 60 segundos, nuevamente se enjuagd con agua destilada y se aplico
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alcohol etilico al 95% como decolorante por 45 segundos y finalmente se afiadi6
safranina como colorante de contraste por 45 segundos (Figura 25).
Posteriormente, las muestras se observaron en un microscopio Optico
empleando un objetivo de 100X con aceite de inmersion, para el registro de la
reaccion de tincidon de cada una de las cepas evaluadas. Este procedimiento fue
una prueba preliminar importante para una identificacién bacteriana, lo cual

permitid seleccionar las cepas a trabajar.

Figura 25

Tincion Gram aplicada a cepas aisladas

B. Prueba de catalasa

La prueba de catalasa se realiz6 con la finalidad de determinar la presencia
de la enzima catalasa en las muestras, lo que indicaria su capacidad para
descomponer el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno, siendo esta reaccion
caracteristica de bacterias aerobias y anaerobias facultativas. Tomando en cuenta
la metodologia descrita por Khatoon et al. (2022), para realizar la prueba de
catalasa se tom6 un pequefia colonia bacteriana que crecid previamente en un
medio de cultivo en agar, y se colocd sobre un portaobjetos y se afiadié una gota
de perdxido de hidrogeno al 3%, se observo la reaccion generada, cuando hubo
una formacioén inmediata de burbujas era indicativo de una reaccion catalasa
positiva, por el contrario la ausencia de estas burbujas en las muestras era

representativo de una reaccion catalasa negativa (Figura 26).
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Figura 26

Prueba de catalasa aplicada en cepas aisladas

Nota. La presencia de efervescencia en las muestras de la imagen, muestran
resultados positivos a la prueba de catalasa.

3.5.3. Evaluacion de la capacidad antagonista de bacterias con potencial probidtico
frente a bacterias patogenas

3.5.3.1.Conservacion de cepas

Las cepas bacterianas aisladas (probioticas y patdogenas) se conservaron
mediante congelacion, pero con adiciéon de glicerol al 15-20% (v/v) a una
temperatura de —20 °C, donde el glicerol actua como crioprotector para evitar la
formacion de cristales de hielo que dafen las células de las bacterias (Garcia y
Uruburu, 2000; Gutiérrez et al., 2015). Previo almacenamiento, se coloc el agar
aun sin gelificar en tubos eppendorf de 1,5 ml, con el 20% de glicerol y la muestra

de la cepa bacteriana (Figura 27).

Figura 27

Conservacion de cepas potencialmente patogenas y probioticas
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3.5.3.2.Preparacion de indculo

Antes de realizar la prueba de antagonismo, segin la metodologia

descrita por Garcia et al. (2017), las colonias formadas en el medio de cultivo

solido, fueron trasvasadas a un medio liquido, para ello se tomaron de 3 a 5

colonias similares de la placa con ayuda de un asa bacteriologica y se sembro

en 10 mL de medio liquido compuesto por soluciéon salina 0,85% (Rivera,

2013), lo que genero una turbidez que debe ajustarse al McFarland a 0,5, para

ello se empled una tarjeta de blanco y negro para realizar una comparacion

visual entre el patron de Mc Farland con cada una de las cepas (Figura 28 y

29).

Figura 28

Composicion de McFarland

Nimero de la Clorura de bario Aridn sulfiirico Densidad de bacterias
turbider estandar dihidratado (1,175%) (1%4) aproximada correspondiente
0,5 0,5l 9.5 ml 1x10°
1 0,1l 2.9 ml Inioe
2 0,2 ml 3.8 ml & 10°
3 0,3l 9.7 ml 9 10°
4 0,4 rrl 9.6 ml 12x10°
5 0,5l 9.5 ml 1510
f 0,6l 9.4 ml 18x10°
7 0,7l 2.3 ml xp
& 0,8l 9.2 ml Ml
9 0,9l 9.1 ml e
10 1,0l 2.0 ml ox 1

Nota. Para la preparacion de McFarland se emplea 0,5 mL de 0.048M de BaCl2 en

99.5 ml de 0.18M de H2S04, en espectrofotometro, la absorcion a 625 nf suele
estar entre 0.08 y 0.10. Tomado de (Perilla et al., 2009).
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Figura 29

Ajuste de turbidez de suspensiones bacterianas

3.5.3.3.Prueba de antagonismo

Para la evaluacion de antagonismo de las bacterias con potencial
probiotico aisladas frente a las bacterias potencialmente patdgenas, se empleara el
Agar Mueller-Hinton + 2% de NaCl en placas Petri. La metodologia se baso en lo
descrito por Gauthier (1976) en la cual los patégenos con la solucion estandarizada
fueron inoculados de manera uniforme en la superficie del agar Mueller-Hinton
al 2% NaCl con ayuda de un hisopo estéril, se dejo reposar 20 minutos y
posteriormente se colocaron cimulos de masas bacterianas de cada cepa de interés
con potencial probidtico. Asi mismo se considerd un control, en este caso se
empleo un disco sumergido solo en solucion salina estéril. Luego se incubaron las
placas a 37°C por 24h, transcurrido este periodo, se observaron los halos de
inhibicion que fueron medidos con ayuda del software para el procesamiento de
imagenes ImageJ empleando un objeto de referencia con una medida conocida

(Figura 30).
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Figura 30

Pruebas de antagonismo con 4 cepas potencialmente patogenas y 4 probioticas
previamente seleccionadas

3.5.4. Identificacion molecular de bacterias patogenas y probidticas

La identificacion de las bacterias empleadas en los ensayos de
antagonismo se realizé mediante analisis molecular del gen 16S rRNA, a través
de un servicio externo realizado por Macrogen Chile. Se analizaron 8 cepas
bacterianas, correspondientes a 4 bacterias potencialmente patdgenas (P2, P4, P20
y P22) y 4 bacterias potencialmente probidticas (B1, B3, BS y B9), las cuales
fueron enviadas en placas con medio TSA (Tryptic Soy Agar), con colonias

bacterianas puras.

Macrogen Chile se encargd de la extraccion del ADN gendémico, la
amplificacion por PCR y la secuenciacion. Las condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C por 30 segundos, hibridacion a 60 °C por 30 segundos y extincion a 72 °C
durante 1 minuto, extension final a 72 °C durante 7 min y, mantenimiento a 10 °C

por 10 minutos (Abed y Shareef, 2021; Redhwan ef al., 2021).

La extraccion de ADN se realizo con el kit de extraccion PowerSoil DNA
MOBIO, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego se amplifico el gen 16S

ARNr mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando partidores
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universales 27F y 1492R, previamente descritos por Brosius et al. (1981). Las

secuencias de los partidores utilizados fueron:

e 27F (Forward): 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
o 1492R (Reverse): 5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’

La amplificacion de los productos se realizd en un termociclador Px2
(Thermo Corporation), para posteriormente ser visualizados en un gel de agarosa
1%. El producto de PCR fue purificado con el kit de purificacion UltraCleanTM 15
DNA (MoBio Laboratories, CA, USA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La secuenciacion se realizé en Macrogen Inc., por el método Sanger,
garantizando una longitud de secuencia minima de 1.400 pb. Las secuencias
obtenidas se compararon las con la base de datos GenBank y el programa Blast
(NCBI, 2025) y la identificacion bacteriana se determiné en funcion del mayor

porcentaje de identidad en los resultados de laboratorio obtenidos.

3.6. Analisis de datos

Los datos obtenidos tras la ejecucion del estudio fueron organizados y
analizados de acuerdo con cada objetivo. El andlisis estadistico se realizo
utilizando el software SPSS v23.0. Previamente, se evaluaron los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Shapiro—Wilk
y Levene y en funcion de los resultados, se aplicaron pruebas paramétricas o no

parameétricas, considerando un nivel de significancia de p < 0,05.

Las concentraciones bacterianas obtenidas fueron transformadas a logio a
fin de aproximarse a una distribucion normal y homogénea. En los recuentos en
medio PCA se present6 una distribucion normal, por ello se aplico la prueba t de
Student para muestras independientes. En el caso del recuento en medio TCBS
no se cumpli6 con la normalidad, por lo que se utiliz6 la prueba no paramétrica

U de Mann—Whitney para comparar las muestras de larvas sanas y moribundas.

Para la prueba de antagonismo, se determino6 que los datos de las zonas de
inhibiciéon (mm) no presentaron normalidad, por ello se aplicd la prueba de

Kruskal-Wallis para evaluar diferencias entre las cepas potencialmente
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probioticas, y posteriormente se realizdo la prueba de post hoc de Dunn—
Bonferroni, para identificar el o los tratamientos con diferencia significativa

respecto al control.

Para la caracterizacion de las cepas bacterianas aisladas se realizaron tablas
con los datos obtenidos y figuras que facilitaron interpretar los resultados

obtenidos en este estudio.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1. Diferencias de concentracion bacteriana entre larvas sanas y moribundas

Los resultados obtenidos en funcién a la cantidad de bacterias cultivables
totales se muestran en la Tabla 9, donde se encuentran datos de la concentracion de
bacterias que crecieron en medio PCA, en el que las muestras correspondientes a
larvas moribundas (M1 y M2) presentaron valores superiores en UFC/g en
comparacion a las muestras de larvas sanas (S1 y S2). Obteniéndose en promedio
1,24 x 108 UFC/g (7,4 logio UFC/g) en larvas moribundas y 5,54 x 107 UFC/g (7,1
logio UFC/g) en larvas sanas, considerando el promedio de las diluciones 107!, 10°

2,107 y 10* de cada muestra.

Tabla 9
Concentracion de bacterias totales cultivables en medio PCA
Codigo Muestra DILUCION UFC/g LOG1o

S1 Sana -1 1,35x 10° 6,13
S1 Sana -2 5,37 x 10° 6,73
S1 Sana -3 3,78 x 107 7,58
S1 Sana -4 3,12x 10% 8,49
S2 Sana -1 8,77 x 10° 5,94
S2 Sana -2 6,62 x 10° 6,82
S2 Sana -3 3,71 x 107 7,57
S2 Sana -4 425x 107 7,63
M1 Moribunda -1 1,56 x 10° 6,19
M1 Moribunda -2 4,36 x 10° 6,64
M1 Moribunda -3 9,13 x 107 7,96
Ml Moribunda -4 4,13 x 108 8,62
M2 Moribunda -1 8,8x 10° 5,94
M2 Moribunda -2 1,7x 107 7,23
M2 Moribunda -3 1,23 x 108 8,09
M2 Moribunda -4 3,4x 108 8,53

Nota. UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo de muestra. LOGuo:
logaritmo en base 10 de la concentracion de bacterias totales cultivables.
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En la Figura 31 y Figura 32 se aprecia que las larvas moribundas presentan

valores mayores en la concentracion bacteriana en comparacion con lo obtenido en

las muestras de larvas sanas, sin embargo, a pesar de observar una diferencia visual,

la prueba t de Student aplicada para muestras independientes, realizada tras

confirmar la normalidad en los datos, no mostr6 diferencias significativas entre

grupos (t =-0,603; p = 0,556).

Figura 31
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Figura 32

Crecimiento de colonias bacterianas en placas de PCA

Nota. A: crecimiento de colonias en muestras de larvas moribundas. B:
crecimiento de colonias en muestras de larvas sanas (Ambas en dilucion -2)
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Por otro lado, en la Tabla 10 se muestran los valores de crecimiento
bacteriano obtenidos en el medio selectivo TCBS, el cual fue nulo para las muestras
de larvas sanas, mientras que en las muestras de larvas moribundas se obtuvo una
concentracion promedio de 2,19 x 10° UFC/g. La detecciéon de colonias
exclusivamente en las muestras de larvas moribundas sugiere la posible presencia
de bacterias del género Vibrio, las cuales podrian estar asociadas a los eventos de

mortalidad.

Tabla 10

Concentracion de bacterias del género Vibrio en medio selectivo TCBS

Cédigo Muestra  DILUCION UFC/g LOG
S1 Sana -1 0 0,00
S1 Sana -2 0 0,00
S1 Sana -3 0 0,00
S1 Sana -4 0 0,00
S2 Sana -1 0 0,00
S2 Sana -2 0 0,00
S2 Sana -3 0 0,00
S2 Sana -4 0 0,00

Ml Moribunda -1 0 0,00
M1 Moribunda -2 0 0,00
Mil Moribunda -3 0 0,00
M1 Moribunda -4 0 0,00
M2 Moribunda -1 8.33 x 10? 2,92
M2 Moribunda -2 1.67 x 10* 4,22
M2 Moribunda -3 0 0,00
M2 Moribunda -4 0 0,00

4.1.2. Aislamiento de bacterias potencialmente patogenas y probioticas

Durante el evento de mortalidad en el cultivo larvario de 4. atra, se

aislaron un total de 33 cepas bacterianas, de las cuales 11 correspondieron a
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bacterias potencialmente probioticas aisladas en medio MRS (De Man-Rogosa-
Sharpe) de muestras de larvas sanas o sobrevivientes, y 22 cepas de bacterias
potencialmente patdgenas aisladas de larvas moribundas en medios de cultivo

PCA, TCBS, GSP y MacConkey.

La Tabla 11 muestra las caracteristicas morfoldgicas en funcién al color,
textura, forma, borde y elevacion de cada una de las 22 cepas potencialmente
patogenas aisladas de la muestra de larvas moribundas, asi mismo se tiene la
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) contadas en los medios de

cultivo, a fin de ver la predominancia de alguna cepa por cada medio.
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Tabla 11

Caracteristicas morfologicas del aislamiento de colonias bacterianas potencialmente patogenas provenientes de larvas moribundas

Codigo Medio Color Textura Forma Borde Elevacion UFC Gram Catalasa Grupo presuntivo
P1 GSP 10jo lisa circular entero convexo 554 - + Pseudomonas
P2 GSP amarillo lisa circular ondulado convexo 558 - - Aeromonas
P3 GSp amarillo rugosa irregular dentado elevado 11 - - Aeromonas
P4 MC traslucido lisa irregular entero convexo 71 - - Shiguella
P5 MC rosa rugosa/mucosa irregular lobulado elevado 1 - + Escherichia
P6 MC rojo lisa circular entero elevado 64 - + Escherichia
P7 MC rosa lisa circular entero umbonado 39 + - Enterococcus
P8 MC 10jo lisa circular entero umbonado 61 - - Shiguella
P9 GSP amarillo lisa circular entero elevado 24 - - Aeromonas
P10 PCA crema-oscuro lisa circular entero elevado 222 - - Lactococus / Lactobacillus
P11 PCA crema-claro rugoso irregular circular plano 45 - + Escherichia
P12 PCA crema-claro rugoso irregular lobulado plano 28 + + Staphylococcus / Listeria
P13 PCA crema-claro lisa irregular dentado plano 5 + + Staphylococcus/ Listeria
P14 PCA crema-claro lisa rizoide lobulado plano 18 - + Escherichia
P15 PCA rosa rugoso irregular lobulado elevado 1 - - Lactococus / Lactobacillus
P16 PCA crema rugosa rizoide lobulado plano 27 - + Escherichia
P17 PCA blanco lisa circular entero elevado 36 - + Escherichia
P18 PCA Crema-oscuro lisa circular ondulado elevado 1 - - Lactococus / Lactobacillus
P19 PCA crema-claro lisa irregular ondulado plano 43 - - Lactococus / Lactobacillus
P20 PCA crema-oscuro lisa irregular ondulado plano 956 - + Pseudomonas
P21 TCBS verde lisa circular entero plano 1 - + Vibrio
P22 TCBS amarillo lisa circular entero elevado 2 - + Pseudomonas

Nota. Caracteristicas de colonias provenientes de medios de cultivo: GSP, PCA, MacConkey (MC) y TCBS. Y grupo presuntivo determinado de
manera preliminar segun pruebas de tincion gram y catalasa de resultado positivo (+) o negativo (-).



En la Figura 34 se observa el crecimiento de colonias amarillas en
medio de cultivo selectivo GSP, caracteristico de bacterias del género
Aeromona y algunas colonias rojas pequefias de Pseudomonas, asi mismo en
el agar MacConkey se observaron diferentes colonias que podrian ser del
género Escherichia (colonias rojas) o Shiguella (colonias naranjas o

traslucidas).

Figura 33

Crecimiento de colonias bacterianas potencialmente patogenas en medio

GSP y MacConkey

A B

Nota. A: Colonias amarillas y rojas, presuntamente Pseudomonas
y Aeromonas. B: Presencia de hasta 2 colonias diferentes en agar

MacConkey.

Otros medios de cultivo permitieron el aislamiento de Vibrio en
agar TCBS, donde se tuvo el crecimiento en mayor medida de colonias
amarillas caracteristico de V. cholerae o V. alginolyticus., mientras que
el medio Centrimide permitid aislar selectivamente Pseudomonas, que

luego fueron resembradas en agar PCA (Figura 35).



Figura 34

Crecimiento de colonias bacterianas potencialmente patogenas
en medio TCBS 'y PCA

A

B

Nota. A: Colonias amarillas en agar TCBS posiblemente V. cholerae o V.
alginolyticus. B: Colonias crecidas en medio PCA previamente aisladas de

medio Centrimide selectivo para Pseudomona.

Las bacterias patogenas aisladas presentaron una diversidad
morfoldgica variada, las colonias que predominaron fueron de textura lisa
(73%), forma circular (50%), borde entero (50%) y elevado (41%) (Figura 36).
En cuanto a las pruebas bioquimicas realizadas, el 86% de las cepas fueron
Gram negativas y el 14% Gram positivas, por otro lado, la prueba catalasa
mostrd que el 55% de los aislamientos fueron positivos y el 45% negativos

(Figura 37).
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Figura 35

Predominancia de caracteristicas morfologicas en colonias aisladas de larvas
moribundas
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Figura 36

Proporciones de tincion Gram y prueba catalasa segun aislamiento de cepas
bacterianas potencialmente patogenas

14%
Hgram +
W gram -
86%

La Figura 38, muestra los resultados obtenidos tras realizar la prueba

M catalasa +

I catalasa -

de Tincion Gram, donde se visualizé una coloracion fucsia en bacterias Gram
negativas como es el caso de la cepa P8 y una coloracion violeta para bacterias

Gram positivas como la cepa P7.
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Figura 37

Resultado de tincion Gram en cepas P7 y P8
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Nota. Tincion Gram negativa (A) y tinciéon Gram positiva (B)

B

El andlisis presuntivo permitié identificar géneros posiblemente
asociados a la patogenicidad en los moluscos, tales como: Vibrio,
Aeromonas, Enterococcus, Pseudomonas, Staphylococcus, Escherichia,
Shiguella, Lactococus y Listeria, de estos, los grupos predominantes fueron:

Pseudomonas (1510 UFC) y Aeromonas (593 UFC) (Figura 39).

Figura 38

Distribucion de UFC por grupo presuntivo en cepas bacterianas
provenientes de larvas moribundas
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Por otro lado, en la Tabla 12, se muestran las caracteristicas morfoldgicas
de las 11 cepas potencialmente probidticas aisladas de larvas sanas en medio de
cultivo MRS, considerando aspectos como: color, textura, forma, borde y
elevacion, asi como pruebas de tincion Gram y Catalasa para ayudar a determinar

el grupo presuntivo.

Tabla 12

Cepas bacterianas potencialmente probioticas aisladas de muestras de larvas
sanas

El io tal G
Cod. Medio Color Textura Forma Borde evaao Gram Catalas rup(.)
n presuntivo
Bl MRS blanco lisa rizoide ondulado elevado + - Bacillus
B2 MRS blanco lisa circular  entero plano + - Bacillus
crema
. . I .
B3 MRS trasloumd lisa 1rrergu1a ondulado  plano N N actofaczllu
traslucid . . .
B4 MRS lisa circular  entero plano + - Bacillus
0 opaco
. . L ]
B5 MRS blanco lisa circular entero elevado  + + actolsyaczllu
blanco rugosa filamentos
B6 MRS traslucid g rizoide plano - + Hongo
o mucosa o
B7 MRS blanco algodonos 1rrergula ondulado  plano + + Hongo
blanco
. i 1 L ]
B8 MRS traslucid  rugoso 1rrergu % lobulado elevado  + + actoiaczllu
o
B9 MRS crema lisa circular entero elevado - - Bacillus
B10 MRS blanco lisa circular  entero plano + - Bacillus
B11l MRS blanco liso 1rrergula lobulado elevado  + + Lactoiaczllu

Nota. Resultado positivo (+) y resultado negativo (-) en tincién gram y prueba

catalasa.

Las bacterias con potencial probidtico aisladas de larvas sanas,
morfoldgicamente presentaron predominancia de borde entero (45%), forma
circular (45%), textura lisa (73%) y colonias planas (55%) (Figura 40).
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Figura 39

Predominancia de caracteristicas morfologicas en colonias aisladas de larvas
sanas
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Tras la tincion Gram, el 82% resultaron Gram positivas y el 18% Gram
negativas, mientras que en la prueba catalasa el 55% fueron positivos y el 45%
negativos (Figura 41). En funcién a los grupos presuntivos, de las 11 cepas

aisladas, 5 fueron Bacillus, 4 Lactobacillus y 2 hongos.

Figura 40

Proporciones de tincion Gram y prueba catalasa

W gram + W catalasa +

Hgram - ¥ catalasa -
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La Figura 42 muestra el crecimiento de colonias en agar MRS, medio
selectivo utilizado para el aislamiento de Bacillus y Lactobacillus. Las colonias
fueron seleccionadas y aisladas en funcidn de sus caracteristicas morfoldgicas y
de los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas realizadas.
Posteriormente, se efectuaron dos resiembras sucesivas a fin de obtener cultivos

puros.

Figura 41

Colonias crecidas en medio MRS para aislar bacterias con
potencial probiotico

Nota. Se observan colonias dispersas en la superficie del agar,

pero con diferencias morfologicas entre algunas de ellas.

La mayoria de las cepas aisladas correspondieron a bacterias Gram
positivas, evidenciadas por la coloracion violeta observada tras la tincion de

Gram; tal como se presenta en la cepa B5 (Figura 43).

Figura 42

Tincion gram de resultado positivo para la cepa B5
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4.1.3. Ensayos de antagonismo entre bacterias probidticas y patégenas

El anélisis de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk indicé que los
datos obtenidos no presentan una distribucién normal (p < 0.05). Por ello, se aplico

la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

En la Tabla 13 y Figura 44 se muestran las zonas de inhibicion promedio
obtenidas del enfrentamiento de las cuatro cepas probidticas (B1, B3, B5 y B9) frente
a las bacterias patogenas evaluadas (P2, P4, P20 y P22) y adicional se tiene el control

del experimento.

La prueba de Kruskal-Wallis indic6 la presencia de diferencias significativas
entre al menos 2 de los tratamientos (H = 9,999; ¢l = 4; p = 0,040), bacterias
patogenas provenientes del cultivo larvario de choro. Asi mismo, el andlisis post hoc
(Dunn—Bonferroni) evidencié que solo la cepa B3 presentd una zona de inhibicion
significativamente mayor respecto al control (p = 0,019), mientras que las cepas B1,
B5 y B9 no mostraron diferencias significativas con el control ni entre si (p > 0,05).

Por lo tanto, B3 fue la cepa mas efectiva frente a las bacterias patdgenas analizadas.

Tabla 13
Zona de inhibicion (mm) producida por cepas probioticas frente a bacterias patdgenas

Nota. B3 fue la tnica cepa que, mostrdé un efecto significativo en inhibicion en

proviica P20 im0 ey PR SEfach
((glontrol) 062,2-; 06?85 Oé?goi 0,00 £0,00 0,06 + 0,22 ]

BI 2o W00 s 0005000 089+16s 1000
B3 365,57; 2§?ili li?f 0,58 1,01 1,97+1,72 0,019

BS 21??; Oé?goi lfff 0,00 0,00 1,42+ 1,06 0,914

B9 25,‘22; 06(,)8; 01?22; 0,57+1,00 0,93 +1,50 1,000

comparacion al control para el enfrentamiento contra los patégenos P2, P4, P20 y P22
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Figura 43

Grdfico de zona de inhibicion efectuada por las 4 cepas de potencial probioticos
contra los 4 patogenos seleccionadas + control
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A continuacion, se muestran los halos de inhibicién generados en cada uno
de los tratamientos contra los patdgenos P2, P4, P20 y P22 empleando 4 bacterias

potencialmente probidticas aisladas previamente (Figura 45 - 48).

Figura 44

Zonas de inhibicion efectuadas por cada cepa potencialmente probiotica contra P2

Nota. En este tratamiento B3 destacd en el enfrentamiento contra el patogeno P2,
obteniendo un halo de inhibicion promedio de 3,57 £ 0,55 mm.

Figura 45
Zonas de inhibicion efectuadas por cada cepa potencialmente probiotica contra P4
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Nota. En este tratamiento B3 destaco en el enfrentamiento contra el patogeno P4,
obteniendo un halo de inhibicion promedio de 2,02 + 2,41mm.

Figura 46

Zonas de inhibicion efectuadas por cada cepa potencialmente probiotica contra P20

Nota. En este tratamiento también B3 destacd en el enfrentamiento contra el
patdgeno P22, obteniendo un halo de inhibicion promedio de 1,73 + 1,57 mm.

Figura 47

Zonas de inhibicion efectuadas por cada cepa potencialmente probiotica contra P22

Nota. En este tratamiento B3 y B9 inhibieron al patégeno P22, obteniendo un halo

de inhibicion promedio de 0,58 £ 1,01 mm y 0,57 £ 1,00 mm respectivamente.
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4.1.4. Identificacion molecular

La identificacion molecular de las bacterias empleadas en los ensayos de antagonismo

se realizo mediante el analisis del gen ARNr 168, a través de un servicio proporcionado por

Macrogen Chile. Se analizaron ocho cepas bacterianas, correspondientes a cuatro bacterias

potencialmente patogenas (P2, P4, P20 y P22) y cuatro bacterias con potencial probiotico (B1,

B3, B5 y B9), las cuales fueron enviadas en colonias puras cultivadas en medio TSA.

La extraccion del ADN gendmico, la amplificacion por PCR y la secuenciacion se

realizaron con €xito para todas las cepas analizadas. La amplificacion del gen ARNr 16S gener6

productos de aproximadamente 1.400 pb, los cuales fueron secuenciados mediante el método

Sanger. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos GenBank utilizando

el programa BLAST, permitiendo la identificaciéon taxonomica de las cepas en funcion del

mayor porcentaje de identidad.

Tabla 14

Identificacion de cepas bacterianas aisladas por amplificacion del gen ARNr 16S

provenientes de larvas sanas y moribundas

- . . Identidad Numero de
Codigo Identificacion molecular (%) Accession
P2 Staphylococcués* éaD;;r_(;phytlcus strain 99% KF476045.1
P4 Staphylolc:%cl:zgv Iigvorgp?;tgcus strain 99% CP022093.1
P20 Staphylococcus warneri strain SH13 99% LC035464.1
P22 Vibrio sp. 448, isolate 448 99% HF937143.1
Staphylococcus saprophyticus strain o
B1 TAL 16S 99% KY992564.1
B3 Bacillus pumilus strain BLJB-05 99% KY970152.1
BS5 Staphylococcus xylosus strain MGSLO1 100% KY006077.1
B9 Staphylococcus sp. ECH3 16S 99% KP644774.1

Nota. El numero de accesion sirve para identificar de manera unica una secuencia

genética depositada en una base de datos publica como GenBank.
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4.2. Discusion

4.2.1. Concentracion de bacterias

Los resultados obtenidos en esta investigacion en funcion a la concentracion
bacteriana entre larvas sanas y moribundas de Aulacomya atra, demostraron que, aunque
no hubo diferencias significativas en la concentracion total de bacterias, si hubo
diferencias cualitativas que explicarian la mortalidad observada. En el medio PCA, las
muestras de larvas moribundas presentaron 7,4 logio UFC/g en promedio, superiores a los
7,11 logio UFC/g registrados en larvas sanas, sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, pero solo las larvas moribundas presentaron crecimiento
bacteriano en medio TCBS, indicando la presencia de bacterias del género Vibrio, estos
resultados coinciden con lo reportado por Godoy et al. (2011), que por su parte,
demostraron que en cultivos larvarios de Argopecten purpuratus la carga bacteriana total
alcanz6 7,5 y 8,4 logio UFC/g y se mantuvo relativamente constante durante 15 dias de
cultivo, sin evidenciar incrementos significativos asociados a la mortalidad. No obstante,
se registraron variaciones en la predominancia de géneros, destacando Vibrio. De la
misma manera, Miranda et al. (2015) reportaron un comportamiento similar tanto en
sistemas de cultivo integrado como no integrados, registrando concentraciones de
8,8x10* UFC/mL de bacterias heterotrofas totales y la presencia de Vibrio spp. en
sistemas no integrados. En ambos estudios, asi como en los resultados de la presente
investigacion, la presencia de Vibrio es un indicador de un problema sanitario en el
cultivo, coincidiendo con lo sefialado por Modak y Gomez (2020) y Varela (2022),
quienes afirman que la mortalidad en estadios iniciales del cultivo de moluscos bivalvos
se da principalmente por la presencia de agentes infecciosos oportunistas, donde Vibrio

spp. es uno de los patégenos mas relevantes.

En este estudio se obtuvo 2,19 x 103 UFC/g equivalente a 1,31 x 10> UFC/mL de
Vibrio en larvas moribundas de A. atra, un valor inferior a lo reportado por Sugumar et
al. (1998) quienes registraron 1 x 10° UFC/mL de Vibrio splendidus durante el cultivo
larvario de Crassostrea, y que provoco una mortalidad del 100% en 24h. Por otro lado,
Kesarcodi et al. (2009) reportaron que concentraciones de 1 x 10> UFC/mL de Vibrio
pueden causar mortalidades del 75-83% del cultivo de larvas del mejillon Perna
canaliculus, lo que evidencia que bajas concentraciones también pueden ser letales. De

la misma manera, Sandlund et al. (2006) identificaron a V. pecteniciday V.
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splendidus como causantes del 65,7 % de mortalidades en larvas de Pecten maximus,
Guimaraes y Azevedo (2025) que Vibrio y Photobacterium ocasionaron hasta 98% de
mortalidad en larvas Mytilus edulis. Prado et al. (2005) describid a V.neptunius como
patdgeno en ostiones que ocasionaron 100% de mortalidades y Varela (2022) report6 a
Vibrio alginolyticus como responsable de la necrosis bacilar en larvas de Crassostrea
gigas ocasionando hasta un 90 % de mortalidad, mientras que en este estudio se tuvo una
mortalidad del 79% en larvas de 4. atra. En conjunto, todos estos resultados, indicarian
que a pesar que se tengan niveles similares de bacterias totales, el tipo de bacteria
marcaria la diferencia entre un cultivo sano y uno afectado, por ende, surge la necesidad
de complementar los recuentos bacterianos con analisis cualitativos de bacterias, para

identificar bacterias patdogenas especificas asociadas a la mortalidad larvaria.

4.2.2. Aislamiento de bacterias potencialmente patogenas y probidticas

En cuanto al aislamiento de bacterias potencialmente patdgenas, en este estudio,
se aislaron de manera presuntiva los géneros: Pseudomonas, Aeromonas, Shigella,
Escherichia y Enterococcus, usando medios de cultivo selectivos y de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas, asi como pruebas de tincion Gram y Catalasa. Estos
resultados evidencian que ademds de Vibrio, existe una mayor diversidad de bacterias
oportunistas que estarian influyendo en la mortalidad larvaria. Entre ellas, las
Pseudomonas destacaron por su predominancia, registrandose 1510 UFC en las muestras
de larvas moribundas. Estudios previos han sefialado que este género actia como un
potencial patdégeno en larvas de moluscos. Coincidiendo con los hallazgos de Guillard
(1959), quién aislo una cepa del género de Pseudomonas procedente de larvas moribundas
de la almeja Venus mercenaria, la que provoco un 100% de mortalidad en bioensayos.
Por su parte, Lodeiros et al. (1992) reportaron necrosis bacilar en larvas de Euvola
ziczac asociada a infecciones por Pseudomonas sp. A pesar de ello, las investigaciones
asociadas a la patogenicidad de este género sobre larvas de moluscos, y particularmente
en mitilidos es muy escasa. Por lo que se presume que las cepas detectadas en este estudio
podrian no ser tan letales como las del género Vibrio; sin embargo, se requiere profundizar
y confirmar su patogenicidad para establecer con certeza la influencia de estas bacterias

en los eventos de mortalidad observados en larvas de Aulacomya atra.

En relacion a las Aeromonas, nuestros resultados evidenciaron que constituy6 el

segundo grupo bacteriano con mayor presencia en las muestras de larvas moribundas,

81



alcanzando un total de 593 UFC. Su deteccion es relevante, porque coincide con estudios
que han identificado a este género como patoégeno en el cultivo del bivalvo Patinopecten
vessoensis (De Silva et al., 2019). Respecto a las bacterias 4. hydrophila, A.
salmonicida y A. veronii reportadas en nuestra investigacion, fueron identificadas
principalmente como patdégenos en cultivos de peces (Tubiash, 1975), por lo que su
influencia directa sobre la mortalidad de larvas de 4. atra requiere confirmarse. Por otro
lado, la presencia de bacterias del género Escherichia, Shigella y Enterococcus con
concentraciones de 230 UFC, 132 UFC y 39 UFC respectivamente, sugiere una presunta
contaminacion de origen fecal (Heim et al., 2023; Hoyos et al., 2021; Martinez y De
Bastardo, 2005), posiblemente asociada al agua empleada en el cultivo. Este hallazgo
resalta la importancia de garantizar una adecuada calidad de agua en el sistema de cultivo
larvario para evitar la introduccidon y posterior proliferacion de microorganismos no

deseados.

En relacion al aislamiento de bacterias con potencial probidtico, en esta
investigacion, se identificaron preliminarmente bacterias de los géneros Bacillus y
Lactobacillus en las muestras de larvas sanas, la capacidad probiotica de estos géneros
han sido reportados en otros estudios con moluscos bivalvos, donde Sohn et al. (2016)
reportard que Bacillus pumilus mejor6 la supervivencia (69%) de larvas de Argopecten
irradians; sin embargo, no tuvo resultados positivos en Ensis directus, por ende, se
considera que la eficiencia del probidtico depende de la especie a la que se aplique. De
manera similar, Abasolo et al. (2017) encontraron que Lactobacillus graminis incremento
significativamente la supervivencia (100%) y el crecimiento de larvas (8,0 = 0,23 pm dia-
1) de A. ventricosus, Lactobacillus plantarum mejord la supervivencia de juveniles
(100%), mientras que la combinacion Lactobacillus + Bacillus favorecio la fijacion de
larvas pediveliger. Sin embargo, otros autores han reportado probioticos distintos, tales
como de Arthrobacter y Pseudomonas con actividad inhibitoria frente a Vibrio y
Aeromonas (Riquelme et al., 2000). Diferencias que podrian atribuirse a las condiciones
del cultivo o a la diversidad bacteriana del molusco bivalvo, en este caso Aulacomya atra.
Estos resultados indican que las bacterias aisladas de larvas sanas podrian contribuir a la

resistencia frente a patogenos propios del cultivo.
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4.2.3. Identificacion molecular y antagonismo

La identificacién molecular de cepas bacterianas aisladas en este estudio por
amplificacion del gen ARNr 16S, confirm6 la presencia de microorganismos
potencialmente patdgenos aisladas de larvas moribundas: Staphylococcus saprophyticus
(P2 y P4), Staphylococcus warneri (P20) y Vibrio sp. (P22). Asi mismo, se identificaron
bacterias con potencial probidtico aisladas de larvas sanas: Bacillus pumilus (B3),
Staphylococcus xylosus (BS), Staphylococcus saprophyticus (B1) y Staphylococcus sp
(B9). La deteccion de S. saprophyticus en larvas moribundas, indicaria su posible
participacion como patogeno en el cultivo larvario de 4. atra. Hallazgo que coincide con
lo reportado por Wu et al. (2023), quienes la consideraron como un riesgo potencial en el
cultivo de esturiones, debido a la mortalidad provocada (93.33%). Por otro lado, Stolp y
Gadkari (1981) indicaron que la bacteria al encontrarse en la piel humana o fosas nasales,

podria introducirse al sistema de cultivo mediante las practicas de manejo del cultivo.

Por otro lado S. saprophyticus también ha sido aislado en larvas sanas, y aunque
en este estudio su capacidad inhibitoria frente a otras bacterias fue minima (0,89 mm),
Mani et al. (2016) reportaron halos de inhibicion significativos frente a Vibrio cholerae
(18 mm) y Bacillus subtilis (15 mm), lo que evidencia que su comportamiento puede
variar segun la cepa y el contexto. De manera similar, Staphylococcus warneri también
aislado de larvas moribundas, podria ser un patogeno oportunista en el cultivo larvario de
A. atra. Esta especie fue reportada en infecciosos de esturiones, también en cultivo de
truchas con alta mortalidad y resistencia a antibidticos usados en la acuicultura (Diler ef
al., 2023; Stratev, 2016; Xiao et al., 2022), lo que complica su control sanitario. Por su
parte, la identificacion de Vibrio sp. confirma su importancia como uno de los principales
géneros asociados a eventos de mortalidad masiva en moluscos, reportandose
mortalidades superiores al 65 % e incluso del 100 % (Prado et al., 2005; Sandlund et al.,
2006; Varela, 2022). Respecto a las pruebas de antagonismo, tinicamente la cepa B3 (B.
pumilus) mostrd un efecto inhibitorio significativo frente a las bacterias potencialmente
patogenas evaluadas, con halos de inhibicion promedio de 1,97 + 1,72 mm. Por el
contrario, las cepas B1 (S. saprophyticus), B5 (S. xylosus) y B9 (Staphylococcus sp.)
evidenciaron una actividad inhibitoria limitada. Estos resultados, coinciden con estudios
previos, donde Bacillus pumilus destaca por su capacidad de producir compuestos con

actividad antiadhesiva y antagonista frente a patdégenos como E. coli, Streptococcus
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agalactiae, Staphylococcus aureus y Vibrio spp. (Prieto et al., 2012; Yi et al., 2018),

ademas de su tolerancia a amplios rangos de pH, salinidad y temperatura (Yaylaci, 2022).

En el caso de Staphylococcus xylosus, si bien algunas cepas presentan
caracteristicas probidticas y capacidad de inhibir bacterias como Escherichia
coli , Salmonella enterica y Staphylococcus aureus (Mangrolia y Osborne, 2020),
también existen estudios que los asocian a procesos patoldgicos y mortalidad en peces
(Liaqat et al.,2025; Oh et al., 2019). Los resultados demuestran que no se puede clasificar
una bacteria como patégena o probidtica absoluta, ya que su rol depende de la cepa
especifica y de las condiciones del sistema de cultivo (Guimardes y Azevedo, 2025), lo

que explicaria la deteccidon de un mismo género en larvas sanas y moribundas.

84


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/salmonella-enterica
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus

V. CONCLUSIONES

La concentracion de bacterias cultivables fue mayor en larvas moribundas (PCA:
1.24 x 108 UFC/g; TCBS: 2.19 x 10* UFC/g) que en larvas sanas (PCA: 5.54 x 107
UFC/g); sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (p > 0.05). Pero la presencia de Vibrio crecido en medio TCBS (2.19 x 103
UFC/g) solo para muestras de larvas moribundas indican un desequilibrio bacteriano

asociado al evento de mortalidad.

Se aislaron un total de 33 cepas bacterianas, de las cuales 22 fueron
potencialmente patégenas y 11 potencialmente probidticas, entre las patdgenas se aislaron
bacterias presuntamente de los géneros: Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Shiguella,
Echerichia y Enterococcus, mientras que en las potencialmente probioticas estuvieron
asociadas principalmente a Bacillus y Lactobacillus. Por lo que, se acepta la hipdtesis
alternativa, demostrando que si hubo presencia de bacterias tanto potencialmente

patégenas como potencialmente probioticas asociadas al cultivo larvario de 4. atra.

La cepa B3 fue la Ginica que mostrd efecto antagonico, generando un halo de
inhibicion significativo respecto al control (p = 0,019) frente a las cepas potencialmente
patogenas evaluadas. Por lo que se acepta la hipotesis alternativa, donde al menos una
bacteria con potencial probidtico mostro un efecto significativo de inhibicion sobre los

patdgenos aislados del cultivo larvario de A4. atra.

Se identificaron ocho cepas bacterianas mediante amplificacion y secuenciacion
del gen ARNr 16S, que estuvieron asociadas al cultivo larvario de Aulacomya atra,
correspondientes a Staphylococcus saprophyticus (strains SCD2-5, FDAARGOS 355y
TAL1), Staphylococcus warneri (strain SH13), Staphylococcus xylosus (strain MGSLO1),
Staphylococcus sp. (ECH3), Bacillus pumilus (strain BLIB-05) y Vibrio sp. (isolate 448).
Confirmando la coexistencia de Bacillus pumilus (potencial probidtico) y de Vibrio sp.

(potencialmente patogena) en el sistema de cultivo.
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VI RECOMENDACIONES

Se sugiere incrementar el numero de cepas bacterianas analizadas y aisladas
(potencialmente patdgenas como probidticas), con la finalidad de ampliar el
conocimiento de la diversidad microbiana asociada a la larvicultura de Aulacomya

atra.

Realizar ensayos in vivo de bacterias con potencial probidtico y patéogeno en
larvas de Aulacomya atra, con la finalidad de confirmar su efecto antagonista y
responsabilidad en las mortalidades de los cultivos larvarios que permitan evaluar

la eficiencia real sobre sus pardmetros productivos.

Implementar un monitoreo microbioldgico continuo, para darle seguimiento al

cultivo y detectar a en forma temprana la presencia de bacterias patdgenas.
Promover investigaciones orientadas al desarrollo de formulaciones probidticas

que contribuyan a fortalecer la sanidad y sostenibilidad del cultivo de moluscos

bivalvos.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Procesamiento de muestras en laboratorio
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Anexo 2. Placas de cultivo: esterilizadas, embaladas, incubadas
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Anexo 3. Resultado de crecimiento de bacterias en placa
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Prueba de normalidad

Anexo 4. Analisis estadistico de concentracion bacteriana

Kolmogorov-Smirnov?

Shapiro-Wilk

MUESTRA
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl  Sig.
LOG SANAS 0,203 8 ,200° 0.944 8 0,653
MORIBUNDAS 0,203 8 ,200 0.909 8 0,349
. Desviacion Media de error
Media N . .
estandar estandar
SANAS 7,1113 8 0,85896 0,30369
MORIBUNDAS  7,4009 8 1,05099 0,37158
T de student para muestras independientes
Prueba de muestras independientes
Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
95% de intervalo
Diferencia | de confianza de la
Sig. Diferencia | de error diferencia
F Sig. t gl  (bilateral) de medias estindar Inferior | Superior
LOG |[Se 0,855]0,371 - 14 0,556 -0,28954 0,47989 -1 0,73973
_PCA | asumen 0,603 1,31881
varianzas
iguales
No se -1 13,466 0,556 -0,28954 0,47989 -1 0,74357
asumen 0,603 1,32265
varianzas
iguales
1.40E+08
o 1 20E+08
é 1.00E+08
E
£ 800407
é_ 6.00E+07
% 4.00E+07
é 2.00E+07
0.00E+00
SANAS MORIBUNDAS

MUESTRAS
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Anexo 5. Analisis estadistico de ensayo de antagonismo

Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?

Shapiro-Wilk

CEPA Estadistico gl Sig.
ZONA B3 0,231 12 0,076
INHIBICION  BI 0,458 12 0,000
_LOG B5 0,369 12 0,000
B9 0,412 12 0,000
Co 0,530 12 0,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Estadistico

0,832
0,582
0,733
0,682
0,327

gl
12

12
12
12
12

Sig.
0,022
0,000
0,002
0,001
0,000

Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis

Resumen de prueba Kruskal-Wallis de
muestras independientes

N total

Estadistico de prueba 9,999%
Grado de libertad 4
Sig. asintotica (prueba 0,040
bilateral)

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para
empates.

Zona de inhibicion (mm)
=
3

Antagonismo de cepas con
potencial probioético

Comparaciones por parejas de CEPA

Desv.
Sample 1- Estadistico  Desv.  Estadistico

Sample 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajustada®

C0-B1 6,833 6,073 1,125 0,260 1,000
C0-B9 8,250 6,073 1,359 0,174 1,000
C0-B5 10,250 6,073 1,688 0,091 0,914
C0-B3 18,833 6,073 3,101 0,002 0,019
B1-B9 -1,417 6,073 -0,233 0,816 1,000
B1-B5 -3,417 6,073 -0,563 0,574 1,000
B1-B3 12,000 6,073 1,976 0,048 0,482
B9-B5 2,000 6,073 0,329 0,742 1,000
B9-B3 10,583 6,073 1,743 0,081 0,814
B5-B3 8,583 6,073 1,413 0,158 1,000

Cada fila prueba la hipotesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la

Muestra 2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintoticas (pruebas bilaterales). El nivel de

significacion es de ,050.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion

Bonferroni para varias pruebas.
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Anexo 6. Resultados de identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de larvas moribundas

M
Order No: HC01340384 File: P2_907R.abl Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:1211 A:1875 C:4841 T:2810
Sample: P2_907R Lane: 9 Base spacing: 16.229504 1066 bases in 12761 scans Page 1 of 2

20 30 40 50 60 G 8 9N 100 120
AGGTGCG: GG CTC CAGGCGGAGTGCTTAAT GCGT TAGCTGCAGCACTAAGGGGCG GAAMCCCCCTAACACT TAGCACT CATCGTTTACGGCGTGGACT A CC.”GGGT“LCT‘ ATCCTGTTTGA

A A AN A A A A A AAAAA A A A AR

130 140 150 10 120 210 240 250
TCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGA CC {GAAAGTCGCCTTCGCCA CTGGTGTTCCTCC LTA TCTCTGCGC ATTTCACCGCTACACA TGG -—-TTCC~CTTTCCTCTTCTGC ACTCAAG

AMAMM N\M&M ANW\WJ MMMWWW\{ MMNVW\]WW\!\M A“ wwwm m I MI\NKM N\ A AANAAAA A A

A A A A A AR AAAAAEA A A A A AR

390 430 440 450 460 470 430 500
CTGC’I"GGC~CG1 GTT:—GCCG’TGGCTTTCTG "‘T GG"#‘CCG(C~~G CGTGCACAGTTACTTACACGTTTGT TCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA GCCG~r-&CCCTTC-«TC~C"C» CGCGG

A A A A A A

510 520 530 540 550 550 570 530 590 600 610 520
CGTTGCTCCGTCAGGCTT TCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGETACGTATCGTCG




macroge
Order No: HCOI340384 File: P4_907R.abi Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:196 A:277 C:673 T-411 %

Sample: P4_907R Lane: I Base spacing: 16.512327 1068 bases in 12751 scans Page [ of 2

10 20 30 4l 50 =4] it 20 %0 100 110 120
AC GAMCOBCGEGTCTCC AGG CGGATAC TTAATGCGT TAGC TGCAG CAC TAAGEGECGG AMACCCCCTAACACTTAGCACTCAT CETT TACGGCG TG GACTACCAGGGTAT CTAAT CCTGTT

A AR A A A A A AR AR A A A AN AR

150 1 'I"I] 180 150 200 210 220 230 250
TGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGT TACAGACCAGAAAGTCGCCTTCRCCAC TGETGTTCCTCCATATCTCTGEG CAT TTCACCGC TACACATGEAATTCC C“’“TCCTCTTC"GC—-CTC

e,

VAR AAAAAAA A A A AR AAA A AR AAARAAAAAAA A AARAAAA AR AN A A A A AR A

0 270 2 240 200 ] 220 30 340 0 360 3
AAGTTTCCCAGT TTCCAAT GACCCTCCACGE TTGAGCC GTGGECTTTCACAT CAGACT TAAGAAACCGCC TACGC GCGCTTTACGCCCAATAAT TCCGEATAACGC TTGCCACC TACGTATTACCG

AR AR AAAAAAAA AR A A A A A AN AAMAAA A A AV W AR AR A A

b 400 410 430 440 480 4 480 430 500
CEGCTGCTGGECACGT AGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGT A CCGLC AGACGTGCACAGTTACTTACA CGTTTGITCTJC("CT ATAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCAT CACT CACGC

AR o A A Ao AL A AP A ARAAAAARAAAA A AR A A AMARGAA A

5l 520 550 il 5T 530 590 00 610 620
GECETTGCT CCETCAGGCTTTCGCCCAT TG EGAAGATTCCCTACT GCTGCCTCCCETAGGAGTCTGEACCGT GTCTCAGTTCCAGTGTEECCEATCACCCTCTCAGITCGGCTACGTATCGET
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i
Order No: HC01340384 File: P20_907R.abl Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:1617 A:2181 C:5821 T:3385
Sample: P20_907R Lane: 10) Base spacing: 16.20673 1071 bases in 12771 scans Page 1 of 2

10 20 20 40 80 60 i 80 90 100 110 120
ACGTACG TG TCT CCA GG CGGAGTGCTTAAT GC GTTAGC TGCAGCAL TAAGGGGCGGAALCCCC TAACACT TAGCACT CATCGTTTACGGCG TGG ACTACCAGGGTAT CTAAT CCTGT TTGAT

A A A A A

CCCCA CGCTTTCGC CrTC ‘GCGTCA GTT ACAGA CCrGA-..—«.—-GTCOCCTTCGCC CTGGTGTTCCTCC ATA TCTCTGCGC \TTTC2 CCGC’TéC-«C TGG~~TTCC CTTTCCTCTTCTGC—CTC-~G

A A A A A AR AR A A A

320
TTTTCCr-GTTTCC-wTGr CCCTCC CGGTTG»GCCGTGGGCTTTC ACATCA G-«CTT-H-ﬂ---«CCGCCTrCGCGCGCTTT CGCOC rT~~TTCCGG..T.~:.CGCTTGCC~CCT«OGT-\TT CCGCGG

410 430 460
CTGCTGGC-\CGIHGTTHGCCGTGGCTT"CTGwTCaGG’“r-CCGTC»-«GrCGTGC CAGTTACTT ~CACGT"FTGTTCTTCCCTG~T ACAGA GTTTT-.CG TCCGm~G-\CCTTC)“TC~xCTC ACGCGG

R A A A A A A A A A A A A A A

A A A A A A AN AL A A A A A A A

510 520 530 540
CGTTGCTCCEGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTA CTGCTGCCTCCCGT aGGwG’CTGG OCGTGTCTC G’TTCC GTGTGGCCG ATCY \CCCTCTC GGTCGGCT; CGT}-TCGTTG
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macrogen
Ovder No: HC0I340384 Fife: P22 907R.ab! Run Ended: 2023/12/29 19:9-48 Signal G:855 A:933 C:2347 T 1267 %

Sample: P22 907R Lane: 25 Base spacing: 16.333776 1051 bases in 12684 scans Page 1 of 2

] &0 G a0 80 100 110 120
AGT CAGG T CT CCAGGCGG [‘C’]‘ CTT# CGC GTTA GE'_“"“CCG AAGCCATG G CTCAAGGCCACAACCT COAAGTAGACAT CGT TTACGGECS TG G ACTACCAGGGTAT CTAATCCTGTTTGCTCCC

N

100 230
CA CGCT“TCG{‘.. TCTG SGTGTCA GTG"‘CTGTCC GGGGGCCGCCTTCGCC CTGGT TTCCTTCAG ' FCTCTA CGC*—TTTC CCGCT WCACCTGA -rTTCT WCCCCCCTOTACA GC WCTCTA GTTC

A A A A A A A A A AN A AN Al

ACCH G’TTC—-. \TGCA GTTCCG GGTTGA GCCCCGGGCT"’"" CATCTGS CTT ATGA CC WCCTGC “GCGCT TA CGCOC WGTAATT CCG yTT -.—CGCTCGC. CCCTCCGT ATT A CCGCGGCTG

T VD

360 320 400 410 420 450 4d0 470
CTGGCACGG AGTTAGCCGETGCTTCTTCTGTTGCTAACGTCALGAT ATGCA GCT \TTAACT A C C OO TTCCT CACAACTGAALGTACTTTACAACCCGA GGCCTTCTTC T WCA CGCGGC T

DA A A A AR A AR A AL AR A AR AL

510 520 530 540 54l B0 5 58 B0 B2
GECTGCATCAGACTTTCGCCCATTEGTGCAATATT CCCCACTECT GCCTCCCGTAGRAGTCTERACCGTGTCTCAGT TCCA GTGTGGCTG A TCATCCTCTCAFACCAGCTAGGRATCETCRCCTT
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Anexo 7. Resultados de identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de larvas sanas

macrogen
Order No: HC01340384 File: B1_907R.abl Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:693 A:1030 C:2559 T:1388 %}

Sample: BI_907R Lane: 14 Base spacing: 16.090628 1083 bases in 12808 scans Page I of 2

10 20 20 40 50 €0 0 80 90 100 110 120
CCCTEGG TG ACT OC A GG CGGAGTGCTTAAT GC GT TAGC TGCAGC/ACTAAGGGGC GG AAACCCCCTAACACT TAGCACTCATCGT TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGAT

A A A A A AR A A A AR

130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250
CCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGT TACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCAT TTCACCGCTACACATGGAAT TCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAG

A A A A A A A A A AR A A A A A AR

280 0 320 330 340 350 360 3
TTTCCCA GTTTCCwTG»CCCTCC CGGTTGA GCCGTGGGCTTTC~C#TC GhCTTr~G~ WACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTAT TACCGCGG

A AAAAA A A AN AN AAAR A A mvm\mm\w A ANAA A A AV AR

460
CTGCTGGC CGT»GTT GCCGTGGCTT’CTG TT \GGT 4 CCGTC~~\G CGTGC ACAGT Te-CT ~C-«CG’TTTGTTCTTCCCT«<T Cr‘Gf‘GTTlT CGa GCCG~.~~CCC’TTC «"C {CTCACGCGG

DA A A A A AN A A AL A AR A AR A A A

510 540 550 550 570 580 530 600 610
CGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCA TTGCGG# AGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGT CTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTA CGT TCGTCGC
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macrogen
Order No: HC01340384 File: B3 _907R.abl Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:1617 A:2181 C:5821 T:3385 %7
Sample: B3_907R Lane: 10 Base spacing: 16.20673 1071 bases in 12771 scans Page 1 of 2

10 0 80 0 90 100 110
ACGTAG TG TCTCCA GGCGGrGTGCTT 'TGCGTTAGCTGC~GC CTL&GGGGCGG».—*.’CCCCCT ACACTTAGCS CTC TCGTTT “CGGCGTGGACTACCA GGGT-*TCT-— TCCLGTTTG AT

A O

140 150
CCCCA CGCTTTCGC‘-CrTC :GCGTCAGTTACA G»CCrG.»-mm.GTCGCCTTCGCC»CTGGTGTTCCTCC»T TCTCTGCGC ATTTCA CCGC"‘—C-&C TGG~—TTCC CTTTCCTCT’FCTGC 1CTCAAG

A A A AR AR AN A A A A A

320
TTTTCC» GTTTCC-&«TGrCCCTCC CGGTTG GCCGTGGGCTTTC CATCA G CTLA~.~_-«.—-.ACCGCCT~CGCGCGCTTT CGCOC—V-T~—TTCCGG\.Tn:-.CGC"'TGCC-CCT-xOGT-«TT CCGCGG

A A A A A A A ARAARA A A A A

390 430 460 47 430
CTGCTGGC—\CG" GTTA GCCGTGGCTT"‘CTG-HC GG'r-CCGTC-q-«G \CGTGCACAGTTACTT A C‘«CGTTTGTTCTTCCCTG TAACA G-‘GTTTT-\CG~TCCG~~G~CCTTCrTC»\CT‘C CGCGG

O A A A A A A A A A A A AAAAAAAAA A A AA A AR A A A

560
CGTTGCTCCGTC/‘GGCTTTCGCCC TTGCGG ~~~~~ G»sTTCCC TA CTGCTGCCTCCCGT AGGAGTCTGGA CCGTGTCTCMG‘TTCC GTGTGGCCG ATCH ’LCCCTCTC GG’]‘CGGC'I‘.A .CGTA TCGTTG
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Order No: HC01340384 File: B5_785F.abl Run Ended: 2025/12/29 19:9:48 Signal G:1466 A:2026 C:3303 T:2054 %}
Sample: B5_785F Lane: 8 Base spacing: 15.927618 1090 bases in 12824 scans Page I of 2

T4 OGGATGE! x’l‘G AGTGCTAL GTG’I"I‘ GGGGG’I‘TTCCGCCCCTT GTGCTGC~GCT' CGC ATTAAGCA CTCCGCCTGGGGAG‘T (CG: xCCGC-&. GG’I‘TG&.«CTCm..aGGr-*TTG.» CGGGGACCCG

;\MMWMMWNW\N\WNMAM MNU\MN\}W\J\)\”A N\MMMM 'M"J'N\MWUWW

A A A

520
GGTTGTCGTCrGCTCGTGTCG"G WG AT GI'TGGGTT-VGTCCCGC-« xCGrGCGC*- »\CCCTT*—‘GCTTrGTTGCC TCr-TT- “GTTGGGCA CTCT AGGTTG -«.CTGCCGGTGf-Cr A -xCCGGrGG-‘mGGT

A Al

500
GGGG m(I‘G:—CG'T'C:l ~u—TC~u 1 CrTGCCCCTT TGFTFTGGGCTFCPCI“CGTGCT?‘C;"‘FTGG“\C“\P‘T CAA —GGGC GCT:-,- -CCGCG AGGTCA TGCr- AATCCCA T-« me’TTGTTCTC GTTCGGAT

AN Mt 0 AR AR AR e A AR AR

520
TGTA GTCTGC AMCTCGACTACATGAL GCTGG AATCGCTA GT WATCGTA G#TC; GCATGCT ACGGTGAAT! \CGTTCCCGGGTCTTGTAC; C CCGCCCGTC ACACCACGA G G’T‘TTGT AN C L\CCCG
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macrogen
Order No: HCOI340384 Fife: B9 907R abl Run Ended: 2025/12/29 19:-9:48 Signal G- 1321 A:2301 C:-3908 T-3609 %
Sample: B9 907R Lame: 2 Base spacing: 16.687294 1077 bases in 12805 scans Page l af 2

10 20 @ a0 ] £ 0 a0 a0 100 110 130
MCGT CG TEGTCTCCAGG CEGARTGECTTAAT GCETTAGC TGCAGCAC TAAGGGGCG G AAMCCCC TAACACT TAGCACT CATCGT TTACGGEGTGGACTACCAGGGTAT CTAATCCTGTTT GAT

sl wm A AR A A fuwmfmmm"m A

130 140
CCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCA GTTF\, L GACCA G G’TCGCCTTCGCC CTGGTGT"CCTCC T TCTCTGCGC ATTTC CCGCT LCACA TGG ATTCCA CTTTL.CTCTTCTGC ST CAAG

oo A

260 & 280 200 300
TTTTCCAGT TTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGECTTTCACAT CAGACTTA --—..—rCCGCCT CGCGCGCTTT CGCCC T——TTCCGG AT A CGCT GCCA CLT IrVGT TTA CCGCGG

AR A A A AR f\ A AR A A AAAAR AR AN A AR A A

430 440 450 460 M 460 450
CTGCTGGC WOGT 2 GTT GCCGTGGCTTTCTG TTA GG_ CCETCA G W GTGCAT AGT TACT TACACATTTGTTCT TCOC TAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACT CACGL GG

AR A AR *MN"JWM L e T

CGTTGCTCLG’T'C GGCTTTCGOCF TTGCGG AGA TT'CCCT C“GCTGCCTCn..CGT VGG GTCTGG ECGHGTCTC GTTCC WGTETGECCEATCA CCCTC'_'C GGTCGGE” WCECATCGETTGC
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Anexo 8. Permiso para ejecucion de tesis en institucion

de la Produccidn

IMARPE

A .' INSTITUTO DEL MAR DEL PERU

“Decenio de la lgualdad de Oportunidades para mujeres y hombres”
“Afio de la recuperacion y consolidacion de la economia peruana”

OPINION TECNICA

Proyecto de tesis “Efecto antagonista de bacterias probiéticas sobre bacterias patégenas asociadas
a mortalidad larvaria en Aulacomya atra (choro)"

I. ANTECEDENTES

Mediante MEMORANDUM N° 0471-2025-IMARPE/PE-LCILO, el Coordinador del Laboratorio Costero
de llo solicita revisidn y autorizacidn para la ejecucion del proyecto de tesis “Efecto antagonista de
bacterias probidticas sobre bacterias patdgenas asociadas a mortalidad larvaria en Aulacomya atra
(choro)" presentado por la bachiller Giuliana Judith Gémez Chino de la Facultad de Ingenieria
Pesquera, en el Laboratorio Costero de llo (LCllo) bajo la asesoria de la Bidloga Sheyla Zevallos Feria.

Il. ANALISIS

Uno de los principales obstaculos en el cultivo de Aulacomya atra, es su alta mortalidad larvaria por la
accion de bacterias patdgenas. Es por ello, que la importancia de esta investigacion, radica en el
empleo de bacterias probidticas como agentes antagonistas, lo gue constituye una alternativa
biotecnoldgica sostenible, permitiendo principalmente, la reduccion del uso de antibidticos y de esta
manera minimizar el impacto ambiental, ademas de favorecer, practicas acuicolas responsables.

La propuesta de investigacidn (tesis) se encuentra en el marco del Objetivo Estratégico Institucional
OEL.04 "Fortalecer las investigaciones en tecnologia de cultivos y biotecnologia para el desarrollo
acuicola en el Sector Pesca y Acuicultura”, que para el caso del del LCllo esta orientado ala generacion
de tecnologias de cultivo de bivalvos de importancia comercial del sur del Perd, donde el Laboratorio
de Investigacion Acuicola - LIA viene desarrollando investigaciones financiadas a través del Programa
Presupuestal 094 “Ordenamiento y Desarrollo de la Acuicultura”.

Considerando que el recurso Aufacomya atra “choro”, es de alto valor ecoldgico, econdmico y
alimentario, se considera pertinente la realizacion de esta tesis, al ofrecer una solucion innovadora y
sostenible a un problema que afecta tanto la produccién como el medio ambiente, haciendo que los
probidticos se consoliden como aliados esenciales en el futuro de este recurso en nuestro pais.

Ill. CONSIDERACIONES FINALES

En general, consideramos adecuado y pertinente el estudio, ya que propone el uso de bacterias
probidticas para reducir la mortalidad larvaria en Aulacomya atra, ofreciendo una solucién ecoldgica
y sostenible frente a patdgenos. Esta estrategia mejora la produccidn, protege el medio marino y
fortalece la acuicultura responsable.

Callao, agosto de 2025
AR/
Firmado digtalmente por:
Firmado digitalmente por: VILLEGAS APAZA Piery pﬂk P
FLORES MEGO Jorge Afredo Rafael FAL 20148138888 hard WE |
FAL 20143138886 soft Wotivo: Director General ; e
Whtivo: Coordinador AF 14 de Investigaciones en / L]
Fecha: 22/08/2025 08:57:38-0500 R ~—

Fecha: 28/08/2025 20:11:22-0500
Esquina Gamarra y General Valle s/n, Chucuito Callao | Central telefénica 01 9040137 | www.imarpe.gob.pe
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FORMATO DE AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL UNAM

Formulario de autorizacion para la publicacion electronica en la pagina web del Repositorio
Institucional de la Universidad Nacional de Moquegua, de conformidad con la Ley N° 30035 Ley
que regula el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de Acceso Abierto
y Resolucion de Comision Organizadora N° 041-2022-UNAM que aprueba el Reglamento
que regula el Repositorio Institucional Digital de la UNAM.

1. DATOS DEL AUTOR

Nombres y Apellidos - Giuliana Judith Gomez Chino
DNI/Carnet de Extranjeria/lPasaporte N°: 73014484

Correo electronico . giulianagome40@gmail.com
Teléfono/Celular : 922454635

2. GRADO, TITULO O ESPECIALIZACION (Marque con una X)

Bachiller Titulo Magister Doctor Segunda
Profesional Especialidad
X

3. TIPO DE PUBLICACION (Marque con una X)

a) Articulo ( )

b) Tesis de pregrado (x)

¢) Tesis de Maestria ( )

d) Tesis de Doctorado ( )

e) Monografia ( )

f) Reporte de caso cientifico o hallazgos ( )

g) Libro ( )

h) Partedeunlibro ( )

i) Revision ( )

j) Conferencia ( )

k) Presentacion ( )

) Articulo preliminar ( )

m) Articulo antes de ser publicado ( )

Articulode prensa ( )

Documentos internos ()

p) Imagen ( )

q) Documentos técnicos ( )

r) Ponencias presentadas en eventos cientificos (Jornada, Congreso, Simposio
Conferencias, etc.) ()

s) Informes de suficiencia profesional ( )

t) Patentes producidas por académicos/as ( )
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4. TIPO DE TRABAJO DE INVESTIGACION (Marque con una X)

a) Tesis (x)

b) Trabajo de Investigacion ( )

c) Trabajo de suficiencia profesional ( )
d) Trabajo académico ( )

5. DATOS DE LA PUBLICACION
a) Titulo: EFECTO ANTAGONISTA DE BACTERIAS PROBIOTICAS SOBRE
BACTERIAS PATOGENAS ASOCIADAS A MORTALIDAD LARVARIA EN Aulacomya
atra (CHORO)
b) Campo del conocimiento OCDE (Indicar el cédigo de clasificacion OCDE de la obra:
https://catalogos.concytec.gob.pe/vocabulario/ocde ford.html) : 4.01.03
¢) Fecha de publicacion: 2%- ©5 -2026

6. DATOS DEL ASESOR:

a) Nombres y Apellidos : Alejandro Marcelo Gonzales Vargas
) DNI/Pasaporte/Cédula : 04647877
¢) ORCID : 0000-0002-3256-907X

d) Nombres y Apellidos : Sheyla Amanda Zevallos Feria
e) DNI/Pasaporte/Cédula : 40029787
f) ORCID : 0000-0001-9258-2770

FIRMA QNZ .........

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 73014484
NOMBRES Y APELLIDOS : Giuliana Judith Gomez Chino
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LICENCIAS

Licencia Estandar

Bajo los siguientes términos, autorizo el depdsito de mi trabajo de investigacion en el Repositorio
Institucional Digital de la UNAM.

Con la autorizacién de depdsito da mi trabajo de investigacion, otorgo a la Universidad Nacional
de Moquegua, una Licencia No Exclusiva para reproducir. distribuir, comunicar al
publico, transformar ((nicamente mediante su traduccion a otros idiomas) y poner a disposicion
del publico mi trabajo de investigacion (incluido el resumen), en formato fisico o digital, en
cualquier medio, conocido o por conocerse, a través de los diversos servicios provistos por la
Universidad, creados o por crearse, tales como el Repositorio Institucional Digital de la UNAM,
Coleccion de Tesis, entre otros, en el Perd y en el extranjero, por el tiempo y veces que
considere necesarias, y libre de remuneraciones.

En virtud de dicha Licencia, la UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA, podra reproducir mi
trabajo de investigacion en cualquier tipo de soporte y en mas de un ejemplar, sin modificar
su contenido, solo con los propésitos de seguridad, respaldo y preservacion.

Declaro que el trabajo de investigacion es una creacion de mi autoria y exclusiva titularidad, o
coautoria con titularidad compartida, y me encuentro facultado a conceder la presente licencia y,
asimismo, garantizo que dicho trabajo de investigacion no infringe derechos de autor de terceras
personas.

La UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA consignara el nombre del/los autor/es del trabajo
de investigacion, y no le hara ninguna modificacion mas de la permitida en la presente licencia.

Autorizo el depésito (marque con una X).
(x) Sl autorizo que se deposite inmediatamente.

-

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 73014484
NOMBRES Y APELLIDOS : Giuliana Judith Gomez Chino
FECHA : 23/06/2026
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Vicepresidencia Académica

ANEXO VIII

DECLARACION JURADA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE
INVESTIGACION/TESIS/ TRABAJO DE SUFICIENCIA PROFESIONAL

Yo, Giuliana Judith Gomez Chino, bachiller de la Escuela Profesional de: Ingenieria
Pesquera, de la Universidad Nacional de Moquegua, identificado(a) con DNI N°
73014484, autor(a) del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo de suficiencia
profesional denominado: EFECTO ANTAGONISTA DE BACTERIAS
PROBIOTICAS SOBRE BACTERIAS PATOGENAS ASOCIADAS A MORTALIDAD
LARVARIA EN Aulacomya atra (CHORO).

Declaro bajo juramento que:

1.

El trabajo de investigacion es auténtico, siendo resultado de mi trabajo
personal, que no se ha copiado, que no se ha utilizado ideas, formulaciones,
citas integrales e ilustraciones diversas, sacadas de cualquier tesis, obra,
articulo, memoria, etc., (en version digital o impresa), sin mencionar de forma
clara y exacta su origen o autor, tanto en el cuerpo del texto, figuras, cuadros,
tablas u otros que tengan derechos de autor. Por tanto, el trabajo de
investigacion no ha sido plagiado total ni parcialmente.

El trabajo de investigacion no ha sido autoplagiada, es decir, no ha sido
publicada ni presentada anteriormente para obtener algun grado académico
previo o titulo profesional.

Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni
duplicados, ni copiados y por tanto los resultados que se presentan en el
trabajo de investigacion constituiran aporte a la realidad investigada.

Soy consciente de que, el hecho de no respetar los derechos de autor y hacer
plagio, es objeto de sanciones universitarias y/o legales, por lo que asumo
cualquier responsabilidad que pudiera derivarse de irregularidades en el trabajo de
investigacién, asi como de los derechos sobre la obra presentada.

Moquegua, llo 23/06/2026

Nombres y Apellidos: Giuliana Judith Gomez Chino

DNI: 73014484
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11% Similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para ca...

Filtrado desde el informe

» Bibliografia

» Texto citado

» Texto mencionado

» Coincidencias menores (menos de 8 palabras)

» Trabajos entregados

Fuentes principales

11% @ Fuentes de Internet
5%  ME Publicaciones

0% 2 Trabajos entregados (trabajos del estudiante)

Marcas de integridad

N.° de alertas de integridad para revision
Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para

F Caracteres reemplazados buscar inconsistencias que permitirian distinguirlo de una entrega normal. Si
35 caracteres sospechosos en N.° de paginas advertimos algo extrafio, lo marcamos como una alerta para que pueda revisarlo.
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F Texto oculto que p Y

24 caracteres sospechosos en N.° de paginas
El texto es alterado para mezclarse con el fondo blanco del documento.
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RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO
N° 571-2026-CU

Moquegua, 26 de agosto de 2026

VISTOS:

La Resolucion de Consejo de Facultad N° 411-2026-CF-FAIN-UNAM, emitida por la Decana de la Facultad de
Ingenierias; el Informe N° D0452-2026-UNAM-R-FAIN, emitido por la Decana de la Facultad de Ingenierias, el Informe Técnico N°
D0124-2026-SG-GT, emitido por la Especialista Administrativo Il de Grados y Tilulos; el Informe N® D0438-2026-UNAM-R-SG, emitido
por el Secretario General de la UNAM; el Proveido N° 4233-2026-R, emitido por el sefior Rector; el Acuerdo del Pleno del Consejo
~ Universitario de Sesion Extraordinaria N° 35-2026-SE-CU-UNAM, de fecha 25 de agosto de 2026; y,

CONSIDERANDO:

Que, conforme al cuarto parrafo del articulo 18 de la Constitucion Politica del Pert, dispone que cada Universidad es
auténoma en su régimen normativo, de gobierno, académico, administrativo y econoémico. Y el articulo 8° de la Ley N° 30220-Ley
Universitaria, establece que la referida autonomia inherente a las Universidades, se ejerce de conformidad con la Constitucion y demas
normativa aplicable. Concordante con el articulo 1, de la Ley N° 31520, Ley que restablece la autonomia y la institucionalidad de las
universidades peruanas, asi como la Ley N° 32141, Ley que modifica la Ley N° 30220-Ley Universitaria, a fin de fortalecer la
institucionalidad de las Universidades Publicas licenciadas;

Que, el articulo 58 de la Ley N° 30220-Ley Universitaria, establece que el Consejo Universitario es el maximo érgano de
gestion, direccion y ejecucion académica y administrativa de la Universidad. Concordante con el articulo 18° del Estatuto de la
Universidad Nacional de Moquegua, aprobado bajo Resolucién de Asamblea Universitaria N° 015-2025-AU-UNAM;

Que, el articulo 59 de la Ley Universitaria-Ley N° 30220, establece las atribuciones del Consejo Universitario, y
especificamente el numeral 59.9 establece; Conferir los grados académicos y los tilulos profesionales aprobados por las Facultades y
Escuela de Posgrado, asf como otorgar distinciones honorificas y reconocer y revalidar los estudios, grados y titulos de universidades
exlranjeras, cuando la universidad esté autorizada por la Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria. Concordante
con el numeral 14, del articulo 20° del Estatuto de la Universidad Nacional de Moguegua;

Que, mediante Resolucion de Asamblea Universitaria N° 006-2026-AU, de fecha 20 de abril de 2026, se aprobé la
incorporacion de la Disposicion Transitoria N°® 22 al Estaluto de la Universidad Nacional de Moquegua, referida a la excepcion para la
emision de los grados académicos de bachiller y fitulos profesionales consignando la denominacion de “Facultad de Ingenieria y
Arquitectura”;

Que, mediante la Resolucion de Consejo de Facultad N° 411-2026-CF-FAIN-UNAM, de fecha 13 de agosto de 2026, el
Consejo de Facultad de Ingenierias aprobd el otorgamiento del Titulo Profesional de Ingeniero Pesquero, por la modalidad de Tesis, a
un (01) Bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria Pesquera de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Nacional
de Moquegua, de acuerdo al siguiente detalle: GIULIANA JUDITH GOMEZ CHINO;

Que, mediante Informe N° D0452-2026-UNAM-R-FAIN, de fecha 17 de agosto de 2026, la Decana de la Facultad de
Ingenierias, remite a Secretaria General la Resolucion de Consejo de Facultad N° 411-2026-CF-FAIN-UNAM, de fecha 13 de agosto de

2026;

Que, mediante Informe Técnico N° D0124-2026-SG-GT de fecha 19 de agosto de 2026, e Informe N° D0438-2026-
UNAM-R-SG de fecha 20 de agosto de 2026, el Secretario General de la UNAM, remite al Rectorado el expediente para el tramite de
Titulo Profesional de Ingeniero Pesquero a favor de la Bachiller: GIULIANA JUDITH GOMEZ CHINO de la Escuela Profesional de
Ingenieria Pesquera, quien se encuentra apta para la expedicion del Titulo Profesional de Ingeniero Pesquero, al haber cumplido
satisfactoriamente con los requisitos legales y reglamentarios, exigidos en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional
de Moquegua, razén por la cual, el sefior Secretario General incluye dicho expediente como punto de agenda para ser ratado en Sesién
Extraordinaria de Consejo Universitario de fecha 25 de agosto de 2026;

Que, el articulo 44° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria sefiala que las universidades otorgan los grados académicos
de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales que correspondan, a nombre de la Nacidn (...). Asimismo, la Ley N° 31803,
modifica el articulo en mencién adicionando; La Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria (SUNEDU) determina
los criterios, asi como establece y supervisa el procedimiento administrativo para el reconocimiento de grados y titulos otorgados en el
extranjero, en el marco de la normativa vigente;

Que, el numeral 45.2 del articulo 45° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, precisa los requisitos minimos para la
obtencion del titulo profesional, como son: el grado de Bachiller y la aprobacién de una tesis o trabajo de suficiencia profesional.
Asimismo, establece que el titulo profesional solo se puede obtener en la universidad en la cual se haya obtenido el grado de bachiller,
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RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO

Moquegua, 26 de agosto de 2026

Que, mediante Resolucién de Comisién Organizadora N° 1153-2021-UNAM, se aprobd el Reglamento de Grados y

Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, el mismo que fue modificado a través de las Resoluciones de Comision Organizadora

N° 410; 453 y 890-2022, N° 880-2023-UNAM y N° 081, 484-2024-UNAM el cual establece los requisitos y norma los procedimientos
para la obtencion de los grados académicos y titulos profesionales conferidos por esta Casa Superior de Estudios;

Que, bajo el amparo de los considerandos precedentes, el Pleno del Consejo Universitario en Sesién Extraordinaria N°
35-2026-SE-CU-UNAM, de fecha 25 de agosto de 2026, emitio el siguiente acuerdo: POR UNANIMIDAD: CONFERIR, a nombre de la
Nacion el Titulo Profesional de Ingeniero Pesquero por la modalidad de Tesis a la Bachiller: GIULIANA JUDITH GOMEZ CHINO, de la
Escuela Profesional de Ingenieria Pesquera, de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Nacional de Moquegua;

En uso de las facultades y atribuciones conferidas por el articulo 18 de la Constitucion Politica del Perd, la Ley N° 30220
Ley Universitaria, el Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua, y a lo acordado por el pleno del Consejo Universilario;

SE RESUELVE:
ARTICULO 1°: CONFERIR, A NOMBRE DE LA NACION, a la Bachiller
- GIULIANA JUDITH GOMEZ CHINO

EITITULO PROFESIONAL DE INGENIERO PESQUERO.

Por la modalidad de TESIS, de la Escuela Profesional de Ingenieria Pesquera, de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura
de la Universidad Nacional de Moquegua.

ARTICULO 2°: ENCARGAR, al Secretario General de la UNAM, para que realice las acciones pertinentes
relacionadas con la inscripcion correspondiente en el Registro de Grados y Titulos de la Superintendencia Nacional de Educacion
Superior Universitaria - SUNEDU.

ARTICULO 3°: DISPONER, el cumplimiento de la presente Resolucién a todas las dependencias de la Universidad
Nacional de Moquegua.

ARTICULO 4°: DISPONER la publicacion de la presente resolucion en el Portal Institucional de la Universidad
Nacional de Moquegua www.unam.edu.pe

REGISTRESE, PUBLIQUESE Y CUMPLASE;

DISTRBUCICN: VRA, VRI FATL EPIP, GyT, DASA, OT), Iferesada Ce Arh
58
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