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INTRODUCCION. La diversidad de recursos marinos de
nuestro planeta, asi como su diversidad de climas, ha
propiciado el desarrollo de la Acuicultura en la mayoria de
los paises que presentan costas, |o cual en la actualidad, ha
generado una produccion cada dia mayor de diversas
especies. Sin embargo, las especies sometidas a condiciones
de acuicultura se caracterizan por presentar altos porcentajes
de mortalidad, debido a la alta densidad de poblacion,
calidad de agua pobre y temperaturas extremas, lo que
favorece el surgimiento de enfermedades bacterianas (1, 2).
Las enfermedades bacterianas de |os organismos en cultivo
son el resultado de lainterrelacién de diversos factores, entre
los que se encuentran; el medio ambiente, los patégenosy el
organismo (3). Tomando en cuenta que la mayoria de los
grupos bacterianos se encuentran representados en la flora
natural de cualquier cultivo (4, 5), se puede considerar que si
las condiciones del hospedero y/o del medio ambiente son
alteradas por alguna razén (cambios climéticos, densidad de
poblacién, nutricion, contaminacién o algin otro tipo de
estrés), las especies en cultivo se hacen susceptibles ala
invasién masiva de bacterias oportunistas. Las cual es pueden
proliferar y dominar el cultivo conforme se ateran y/o
deterioran las condiciones del mismo, surgiendo entonces las
enfermedades (6, 7).

Basandonos en o anterior, surge la hipétesis que para poder
prevenir o entender las enfermedades, es necesario conocer
la diversidad bacteriana durante el desarrollo del cultivo y
determinar como esta diversidad va cambiando con respecto
ala evolucion del cultivo y las condiciones del medio (pH,
conductividad, turbidez, oxigeno disuelto, salinidad y
temperatura). Con esta informacién se podria determinar
cuales grupos bacterianos proliferan o disminuyen su
poblacién, cuando existe un cambio en alguna variable en
particular, asi como determinar que especies bacterianas
fueron las responsables de las enfermedades de los
organismos en cultivo (6, 7).

En la actualidad existen diferentes métodos de diagndstico
de enfermedades bacterianas en organismos marinos (8). Los
métodos tradicionales se basan en pruebas bioquimicas y
fenotipicas, sin embargo, estos métodos requieren el generar
cultivos en el laboratorio, etapa en la cua se pierden
aproximadamente el 98% de la especies. Ademas, requieren
de un tiempo prolongado para su realizacién y no son muy
confiables debido a que la morfologia de las bacterias es
demasiado simple y su bioquimica es muy conservada entre
géneros, para ser empleadas como una base sélida de
clasificacion (9). Por otra parte, la utilizacion de anticuerpos
esta limitada a muy pocos organismos como es el caso de
Vibrio cholerae 01y 132y la generacion de éstos es costosa,

prolongada y pueden presentarse reacciones cruzadas (10).
Por lo tanto, es notoria la necesidad de optimizar métodos
precisos para €l estudio de la diversidad bacteriana en
granjas de acuicultura, asi como para determinar el estado
metabolico de las mismas (6, 7). Recientemente se han
aplicado diversos métodos moleculares para identificar
cualquier tipo de microorganismo en cualquier tipo de
muestra, entre los que se encuentran; la Reaccion en Cadena
de la Polimeraza (PCR), d PCR de Tiempo Red (RT-PCR),
la Hibridacion In-Situ  Fluorescente (FISH) vy la
Secuenciacion (6, 11, 12, 13, 14). Estos métodos estan
dirigidos a caracterizar e identificar regiones especificas de
los &cidos nucleicos principamente del 16918S
rDNA/rRNA. Este tipo de métodos alternativos se
caracterizan por ser precisosy rapidos, ademés de permitir el
andlisis de un gran nimero de muestras ambientales sin
necesidad de cultivar a los microorganismos presentes. En
este sentido este trabajo presenta el estado del arte de la
caracterizacion molecular e identificacion filogenética de los
grupos bacterianos presentes en granjas de cultivo utilizando
sondas grupo-especificas paraPCR y FISH.

IMPORTANCIA  DEL DIAGNOSTICO EN LA
PREVENCION DE ENFERMEDADES

El confinamiento de un gran nimero de organismos
acudticos en superficies de agua pequefias como estanques,
canales de corriente répida, jaulas, etc., aumenta la
probabilidad de que entren en contacto el organismo y los
patégenos, generandose enfermedades de diversaindole. Los
impactos ecoldgicos y econémicos de estas enfermedades
pueden ser costosos a afectar a las poblaciones de
organismos comercialmente importantes, ocasionando
mortalidades de magnitud variable que de acuerdo a agente
causal involucrado llegan a ser hastadel 100% (1, 2, 15).
Existen otros agentes muy importantes involucrados en la
promocién de enfermedades, entre los que destacan los
contaminantes, la mala alimentacién y la fluctuacién de los
pardmetros fisico-quimicos del agua (pH, conductividad,
turbidez, oxigeno disuelto, salinidad, y temperatura), los que
a su vez generan la proliferacion de bacterias y la mortalidad
relacionada, cuya magnitud esté determinada por la duracion
de estas alteraciones (3, 16).

El estudio y conocimiento de la diversidad y ecologia
bacteriana de los cultivos es de suma importancia para la
Acuicultura en general, debido a que pueden ayudar a la
prevencién, diagnéstico y control de las enfermedades. El
conocimiento de los agentes causales que provocan las
enfermedades en los cultivos permite tomar las medidas
adecuadas, presentandose asi la posibilidad de disminuir o



evitar pérdidas por mortalidad (1, 15, 17). Sin embargo, la
literatura existente donde se aborda esta problemética de una
manera integral y confiable es escasa (6, 18, 19), debido
principalmente a que el cultivo del supuesto patégeno es el
paso méas complicado. Ya que como se menciond
anteriormente, el 98% de las especies bacterianas no crecen
en €l laboratorio debido a los requerimientos variados y
especificos de nutrientes y elementos que necesitan para su
desarrollo. Lo que ocasiona el aislamiento e identificacién de
bacterias que en la mayoria de los casos no son las
responsables de la enfermedad.

Con € advenimiento de las metodologias moleculares y la
aplicacion del PCR para € diagnostico de bacterias
patdgenas, €l tiempo y la exactitud para identificar bacterias
se han visto favorecidos grandemente. Sin embargo, si
consideramos que la identificacion por PCR se sigue
realizando en la mayoria de los casos utilizando cepas
aisladas en medios de cultivo, el enfoque sigue estando
equivocado. Es indudable que se va ha identificar
adecuadamente a la bacteria seleccionada en el medio, sin
embargo, es poco probable de que se trate del agente causal.

Recientemente, la amplificacion de DNA de bacterias
provenientes de cualquier tipo de muestra sin necesidad de
cultivarlas, han abierto nuevos horizontes en el diagnostico
répido y preciso de estos microorganismos (6, 11, 12, 20).
En este sentido, es importante mencionar que el uso del PCR
convencional es Util pero no conclusivo en la mayoria de los
casos, por lo que se requieren metodologias mas precisas
(RT-PCR y FISH), que permitan cuantificar y determinar €l

estado metabdlico de las bacterias patdgenas en los
organismos cultivados. En este sentido, la aplicaciéon de
ambas metodologias (12, 20, 21, 22), ha venido a darle un
caracter conclusivo a la identificacion de los agentes
causal es de enfermedades sin necesidad de cultivarlos. Estas
metodologias utilizan principalmente  oligonucleotidos
dirigidos alos &cidos nucleicos 16SrDNA/rRNA (23).

RELACION AMBIENTE-PATOGENO-ORGANISMO

Con el objeto de establecer las causas que originan
enfermedades en los cultivos de aganismos acuaticos, se
deben considerar los factores que intervienen en el cultivo de
los mismos, los cuales son: el medio ambiente, el agente
patdgeno y el organismo (3, 6, 7). Asi, tenemos que los
factores del hospedero son: inmunidad, edad (los ejemplares
jovenes son mas susceptibles a las enfermedades), el estado
de nutricion en que se encuentren y el estado de salud. Por
ultimo, el manejo a que son sometidos los gjemplares en las
maniobras de cultivo, tales como el pesado, separacion por
tallas, determinacion de la madurez sexual, transporte y la
transferencia entre estanques, etc., ademés de producir
lesiones también producen estrés o tension que debilitaalos
gjemplares.

Los factores correspondientes al patégeno son: virulencia
(grado de patogenicidad o fuerzarelativa del patdgeno) y la
dosis infectiva (nimero de patdgenos presentes). Los
factores del medio ambiente son: calidad del agua, densidad
de carga por unidad de area, presencia 0 ausencia de
contaminantes y el manejo de las instalaciones (3). Lafigura

1 muestra un gjemplo que expone la participacién de las
causas en €l total delas perdidas de un cultivo de trucha. Las
enfermedades y las variaciones del medio ambiente son
responsables de hasta el 50% de las pérdidas totales,
mientras que €l resto se distribuye entre transporte,
predadores, errores humanos, corte de agua y disefio
defectuoso (2, 24, 25).

Transparte, 8.1 %
Predadares, 53 % -
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Figura 1. Representacion esquemética de los porcentgjes de
pérdidaen acuicultura (Coll, 1983).

De lo anterior, se puede concluir que cuando el balance entre
uno o varios de los factores mencionados es alterado por
alguna razon, la probabilidad de que aparezca una
enfermedad es ata Dicho de otra manera, cuando el
hospedero y el patdgeno estdn presentes a mismo tiempo
(fenbmeno denominado exposicién) y en ese momento se
presenta alguna alteracion del medio (g. aumento de la
temperatura del agua) la cual favorezca a patdgeno,
entonces se produce una enfermedad (fig 2) (3).

ALY

Figura 2. llustra el balance involucrado en el estado de salud
o enfermedad de un organismo cultivado (Coll, 1983).



POBLACIONES,
BACTERIANAS
La mayoria de los estudios que se han realizado con
bacterias han sido enfocados a investigar a estas células
como organismos independientes, sin tomar en cuenta el
comportamiento de estas como partes integrales de los
grupos o comunidades que forman en los microambientes
gue habitan (26, 27).

Las bacterias viven en la naturaleza en asociacién con
especies de su mismo genero con las que comparten
caracteristicas genéticas, bioquimicas y fisioldgicas, a estas
asociaciones se les conoce como poblaciones. Las
pobl aciones metabdlicamente rel acionadas comprendidas por
especies de diferentes géneros forman los grupos
bacterianos, los cuales a su vez se asocian con otros grupos
metabolicamente compatibles para formar las comunidades
(9). Las poblaciones, grupos y/o comunidades microbianas
interactian de varias maneras provocando un efecto benéfico
o perjudicial en los ecosistemas u hospederos que habitan. Es
importante resaltar que la gran mayoria (95-98 %) de las
especies bacterianas que habitan en todos los ecosistemas
conocidos producen un efecto benéfico en los mismos.
Provocando en lamayoria de |os casos un efecto cooperativo
en la degradacién y por ende en la mejor asimilacién de los
nutrientes, asi como en la reutilizacién de los productos de
desecho del metabolismo de otras especies bacterianas.
Ademés de producir metabolitos secundarios que restringen
o inhiben el crecimiento de otras especies (9). Vae la pena
recordar que las bacterias son células microscopicas que
viven en microambientes, por o que en un ecosistema de
muy pocas dimensiones o en un tejido de un hospedero,
pueden existir una o varias comunidades bacterianas
metabdlicamente activas bajo condicionesfisicas, quimicasy
metabdlicas diferentes. Los microambientes difieren
marcadamente en sus caracteristicas, por 1o que el que es
favorable para € crecimiento de un microorganismo puede
ser perjudicial para e crecimiento de otro. Asi, las
comunidades bacterianas en los microambientes estén
condicionadas en gran medida por las caracteristicasfisicasy
quimicas del medio ambiente que las rodea. Por lo tanto, se
puede concluir que el estado de salud o enfermedad de un
ecosistema (hospedero) depende colectivamente del
hospedero, las bacterias y el medio ambiente que prevalece
en esos momentos. En este sentido, las caracteristicas de un
ecosistema son controladas de manera significativa por las
actividades de los microorganismos que alli habitan.

GRUPOS Y COMUNIDADES

MICROORGANISMOS COMO
PATOGENOS

Una de las metas mas importantes de los microbiologos es
entender como |os microorganismos realizan sus funciones
moleculares, bioguimicas y fisiol6gicas, para con este
conocimiento generar sistemas que ayuden a incrementar el
beneficio que los microorganismos pueden aportar y por otro
lado disminuir los efectos nocivos que pudieran ocasionar.
Durante el dltimo siglo, los microbidlogos han sido muy
exitosos en alcanzar estas metas, lo cual a generado que los
microorganismos jueguen un papel muy importante en el

AGENTES

gran avance gue ha tenido la humanidad en muchos campos
de la ciencia, principaimente en la salud humana (9). El
control de las enfermedades infecciosas es el resultado del
entendimiento de los procesos de la enfermedad, asi como de
las mejoras en las practicas sanitarias, el uso de agentes
antimicrobianos adecuados y el entendimiento de la
interrelacion del patdgeno con el ambiente que lo rodea. En
este sentido en la acuicultura, el entendimiento de estos
pardmetros se encuentra en las primeras etapas de su
desarrollo aun y cuando la practica en el cultivo de
organismos acuéticos es una actividad muy antigua en todo
el mundo.

BACTERIAS PATOGENAS EN
MARINOS CULTIVADOS

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias son
muy frecuentes entre las poblaciones de animales cultivados
(1, 15, 28, 29, 30). Sin embargo, muy pocas de las bacterias
han sido aisladas y caracterizadas debido a que la mayoriade
ellas no son cultivables en el laboratorio. Una de las
consideraciones mas importantes de la biotecnologia marina
actual, es precisamente el desarrollo de metodologias
adecuadas para la deteccidn, prevencion y control de este
tipo de enfermedades infecciosas (fig. 3) (6, 7, 21). Las
bacterias que pertenecen a las familias Citofagaceae,
Pseudomonaceae y Vibrionaceae, son principa mente
bacterias del tipo quitinolitico que causan severas
enfermedades en el caparazén de los crustéceos, ademés de
septicemias, 0 bien pueden afectar los primeros estadios
larvarios de camarén y moluscos bivalvos.
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Figura 3. Diagrama de flujo que muestra la metodologia para
caracterizar filogenéticamente muestras ambientales por
andlisis comparativo de la secuencia del 16SrDNA (Aman et
al., 1995).



IDENTIFICACION
BACTERIANAS
Un malentendido comun y generalizado, es creer que los
microorganismos provenientes de un ecosistema que han
sido aislados en cultivos puros, representan las especies
metabdlica y numéricamente dominantes en ese
medioambiente. De hecho, los microorganismos aislados
usando métodos de cultivo tradicionales son raramente
dominantes en las comunidades o ambientes en donde fueron
aislados. En este sentido, estos microorganismos son
aislados en virtud de su habilidad para crecer rdpido en
medios de cultivo artificiales altos en nutrientes, bajo
condiciones aerébias y temperaturas moderadas. Los
microorganismos que se aislan fécilmente en medios de
cultivo han sido la base de la microbiologia, pero constituyen
solo el 1% de todas las especies microbianas existentes. Es
I6gico pensar que si un microorganismo crece facilmente en
un medio de cultivo, el estudio genético, bioquimico y
fisiolégico se va ha facilitar, por 1o cual no es extrafio que
aproximadamente del 65-70 % del conocimiento que existe
con respecto a especies bacterianas provenga de géneros
facilmente cultivables (31). Por lo tanto, es de vita
importancia para la acuicultura, cambiar las estrategias de
identificacion de especies 0 grupos bacterianos presentes en
los organismos cultivados. También es importante entender
el papel que juegan los factores ambientales en la diversidad
y metabolismo de estas especies. Consecuentemente, son
necesarias huevas metodologias que sean més sensitivas y
confiables para la identificacién de especies y grupos
bacterianos sin necesidad de recurrir a cultivo, que permitan
la identificacion directa del 100% de las especies y que
ayuden a conocer el estado metabdlico de las mismas. En la
actualidad estas metodologias (RT-PCR, FISH), estan
revolucionando las perspectivas de la microbiologia (6, 12,
20, 22, 32).

CORRECTA DE ESPECIES

EL 16S rRNA/fDNA COMO
CONFIABLE DE IDENTIFICACION
La capacidad para establecer relaciones filogenéticas entre
los microorganismos utilizando e DNA/RNA ribosomal
(rDNA/rRNA), ha sido ampliamente estudiada en los Ultimos
anos (11, 13, 14, 23, 31). Basandose en las relaciones
evolutivas entre los diferentes microorganismos, desde 1969
Whittaker ha publicado nuevas reclasificaciones a los dos
reinos hasta entonces aceptados. Estos mismos criterios han
permitido definir el origen de los procariotas, eucariotas,
mitocondrias y cloroplastos, una perspectiva que ha sido
derivada de los datos de secuencia de proteinas y
principalmente de los acidos nucleicos (31, 33). El gran éxito
del 16S rDNA se basa en la existencia de secuencias
atamente conservadas (universales) entre los diferentes
organismos, asi como en secuencias altamente variables
(especificas), entre especies y grupos bacterianos (6, 11, 23,
34).

La utilidad molecular del rRNA ha sido ampliamente
aceptada debido a que éstas moléculas se encuentran en
todos los organismos formando parte de los ribosomas y
posee una relacion estructura-funcion bien definida en la
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sintesis de proteinas (35). Finalmente, otra caracteristica de
esta molécula #mantoférica es que no se ha observado
transferencia horizontal de material genético entre los
microorganismos (23, 36, 37).

IDENTIFICACION CUALITATIVA Y
CUANTITATIVA POR MEDIO DE FISH

Desde la primera publicacion relacionada con la tincion de
células microbianas individuales usando oligonucledtidos
marcados fluorescentemente y dirigidos a rRNA (21), el uso
de esta metodologia en el estudio y comprensiéon de la
diversidad y el estado metabdlico de los microorganismos en
ambientes naturales se ha incrementado rapidamente (5, 6,
17,20). Braun en 1992 desarroll6 oligonucledtidos
fluorescentes para la identificacion de células bacterianas
utilizando especificamente e 16S rRNA. Debido a la
abundancia de ésta molécula en las células en crecimiento, la
union de las sondas fluorescentes a células individuales es
facilmente  visualizada en un  microscopio  de
epifluorescencia. Por lo tanto, laintensidad de la sefial es un
pardmetro de medicion directa del estado metabdlico de las
bacterias. Dicho de otra manera, cuando una célula se
encuentra en crecimiento activo (fase de crecimiento
exponencial) la cantidad de ribosomas puede alcanzar hasta
2000 unidades, lo que significa que hay 2000 moléculas del
16S rRNA con las cuales la sonda marcada puede hibridizar,
dando como resultado una intensidad muy alta. Por otro
lado, cuando la célula esta iniciando o terminando su
crecimiento la cantidad de ribosomas en el citoplasma es casi
nula, dando como resultado una sefial baja o inexistente. El
uso simultdneo de sondas marcadas con diferentes
cromoforos, permite la identificacion de especies o grupos
celulares diferentes bajo € mismo campo microscopico,
dando una idea de la diversidad bacteriana en la muestra.
Ademas, los oligonucleétidos no radiactivos poseen varias
ventajas @mo son: una vida media larga, répida deteccién
sin necesidad de autorradiografia, reactivos méas econémicos
y sin el riesgo que presenta la radiactividad (20, 34). En sus
trabajos, Braun también evalud diferentes parametros para
determinar el efecto de estos sobre la intensidad del marcaje
fluorescente. Dentro de estos parametros analizo el tipo de
fijador, € tiempo de fijacion, los tratamientos con
metanol/formaldehido y borohidrato. Sus resultados
indicaron que latécnica de FISH era Util para diferentes tipos
celulares, incluyendo bacterias gram-positivas y gram-
negativas y concluyd que esta metodologia era
especialmente aplicable a muestras ambientales, las cuales
comprenden diversos tipos celulares en diferentes estadios y
requieren ser almacenadas antes de su estudio.

En 1996, trabajos publicados por Frischer, revelaron la
importancia de la localizacidn de la secuencia blanco dentro
de la molécula del rRNA y definieron criterios que deben
tomarse en cuenta para el disefio de la sonda. Este mismo
grupo de trabajo disefi6 diferentes sondas dirigidas a sitios
especificos del 16S rRNA, lo que permitié identificar
diferentes grupos de proteobacterias.

Esta metodologia también ha sido utilizada para monitorear
grupos bacterianos en organismos marinos (6, 18, 19),



sedimentos activados (5, 39, 40, 41) y bio-peliculas (42).
Igualmente se ha empleado en la enumeracion de bacterias
en e medio ambiente (43, 44), para la caracterizacion de
poblaciones eubacterianas en rimen (45), en la medicion de
las variaciones poblacionales bacterianas en heces humanas
(46), asi como para identificar endosimbiontes en protistas y
nédulos de raiz (34). Sin embargo, muy pocos son los
trabajos publicados que analizan la diversidad bacteriana
total y diferencian entre los grupos bacterianos activos y no
activos metabolicamente, usando como model o de estudio un
organismo marino. En e afio 2000, Hernandez trabajo con la
estandarizacion de las técnicas de PCR y FISH, para estudiar
la diversidad y el estado metabdlico de las bacterias
presentes en el ostion japonés Cassostrea gigas (fig. 4). Es
importante mencionar que este trabajo sienta las bases para
el estudio de la diversidad bacteriana en organismos marinos
cultivados y demuestra que éstas metodologias son muy
efectivas y confiables, permitiendo analizar un gran numero
de muestras en un tiempo corto.

a) b) )

Figura 4. Diversidad bacteriana presente en Crassostrea
gigas andizada por medio de FISH. A) Bacterias
identificadas con la sonda para el grupo afa, conteniendo el
fluorocromo Cy5. B) Bacterias identificadas con la sonda
para e grupo bagas en G+C, conteniendo el fluorocromo
5(6)-Rox y DAPI como control positivo. C) Eubacterias
identificadas con la sonda universal conteniendo el
fluorocromo Marina Blue (Hernandez, 2000).

DISENO DE SONDAS

Las sondas género y grupo especificas que se han utilizado
en los protocolos mencionados, en general han sido
disefiadas de las mismas regiones del 16S rDNA (6, 7, 12,
20). Las sondas varian en longitud desde 15 a 20 bases y son
especificas paralos siguientes grupos. Clase Proteobacterias,
Bacterias Gram positivas dtas y bagas en G+C,
Pseudomonas que fluorescen y Flavobacterias. Latabla 1
menciona las sondas que se utilizaron en el trabajo publicado
por Hernandez en el 2000, algunas de ellas presentan ligeras
modificaciones a las publicadas y otras fueron disefiadas de
novo con €l fin de detectar el mayor numero de grupos
bacterianos presentes en los organismos cultivados. Es
importante mencionar que las sondas utilizadas para PCR
son las mismas que se utilizan para FISH y RT-PCR, solo
con laadicién del croméforo seleccionado.

Talbda 1.

GRUPDS BACTERIANGS SONDA COMFLEMENTARIA  FLUORDCROMD

AMALIZADDS POR AL 165 RMAT UTILEZADG
PCR Y FISH
|Projectacterias afa cgmegitagtegmEm Ciarina Cy5
Proiscbhaciarias bata {eactgoimcacgchy Carboxrodaming SG

Projeobacieras dalla gritigeatapsasgang Carboxrodamina 86

Priolenbacisrias gama citttgeaageocact Carbaomh-X-rodaming

Gram posilives altas an G+ corigatatiigoca Flunnasoaing-1so

Gram positivas bajas an G+ iptagcooaapgicata Carbaoei-X-rodamina

Froudomonss 5. (Muorestantas)  cotlcohecoaacht Claning Cy5

CifofapaFisvahaciar {caglagooagigloneas Fluorasoaing-lso

Tabla 1. Sondas género y grupo especificas utilizadas en €l
andlisis de la diversidad bacteriana presente en C. gigas
(Hernandez, 2000; Olmoas, 2003).

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue realizado gracias a apoyo de CONACyT
proyecto No. 34035-V. Quiero agradecer a la QFB. Rosdia
Contreras Flores por su asistencia técnicay ala MC. Galdy
Herndndez Zarate por su valiosa aportacion a esta linea de
investigacion.

LITERATURA CITADA

1. Muroga, K. 2001. Vira and bacterial diseases of marine
fish and shellfish in Japanese hatcheries. Aquaculture,
202:23-44.

2. Cunningham, C.O. 2002. Molecular diagnosis of fish and
shellfish diseases:. present status and potential usein disease
control. Aquaculture, 206:19-55.

3. Call, J. 1983. Acuicultura marina animal. Mundi-Prensa.
Primera edicion. Madrid. 670 pp.

4. Lim, EL. Caon, DA. & Ddong, EF. 1996.
Development and Field Application of a Quantitative
Method for Examining Natural Assemblages of Protists with
Oligonucleotides Probes. Applied and Environmental
Microbiology, 62:1416-1423.

5. Llobet-Brossa, E., Rossello-Mora, R. & Amann, R. 1998.
Microbial community composition of wadden sea sediments
as reveled by fluorescence in situ hybridization. Applied and
Environmental Microbiology, 64:2691-2696.

6. Hernandez, Z.G. 2000. Estandarizacion de las
metodologias de FISH y PCR y su utilizacion en la
identificacion filogenética de comunidades bacterianas en
ostion (Crassostrea gigas). Tesis de Maestria, CICESE.

7. Olmos, S.J. 2003. Caracterizacion molecular de bacterias
patégenas de organismos marinos cultivados. En:
Biotecnologia Marina. Paniagua, JJ. Trillas, México. En
revision.

8. Austin, B. 1988. Methods in aquatic bacteriology. John
Wiley and Sons, Inc. Primera Edicion. New Y ork. 425 pp.



9. Madigan, M.T., Martinko, JM. & Parker, J. 2000. Brock;
Biology of Microorganisms. Prentice Hall. Novena Edicion.
NJ. 991 pp.

10. Sambrook, J., Fritsch, E.F. & Maniatis, T. 1989.
Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press. Segunda Edicion. U.S.A. 1.47 pp.
11. Olsen, G.J, Lane, D.J, Giovannoni, S.J., Pace, N.R. &
Stahl, D.A.1986. Microbia ecology and evolution: a
ribosomal RNA approach. Annual Review of Microbiology,
40:337-365.

12. Amann, R., Ludwig, W. & Schleifer, K. 1995,
Phylogenetic identification and in situ detection of individual
microbial cells without cultivation. Microbiologica
Reviews, 590:143-169.

13. Olmos, J., Paniagua, J. & Contreras, R. 2000. Molecular
identification of Dunaliella spp. utilizing the 18S rDNA
gene. Lettersin Applied Microbiology, 30:421-423.

14. Ardlano, C.F. & Olmos, SJ. 2002. Thermostable ?-1,4-
and ?-1,6-glucosidase enzymes from Bacillus sp. isolated
from a marine environment. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, 18:791-795.

15. Miahe, E., Bachere, E., Boulo, V., Cadoret, J.P,
Rousseau, C., Cedeno, V., Saraiva, E., Carrera, L., Calderon,
J. & Colwell, RR. 1995. Future of biotechnoloy-based
control of disease in marine invertebrates. Molecular Marine
Biotechnology, 4:275-283.

16. McVey, J. 1993. Handbook of mariculture. CRC Press.
Segunda edicion. Boca Raton.

17. Manz, W., Wendt-Potthoff, K., Neu, T.R., Szewzyk, U.
& Lawrence, JR. 1999. Phylogenetic Composition, Spatial
Structure, and Dynamics of Lotic Bacterial Biofilms
Investigated by Fluorescent in situ hybridization and
Confocal Laser Scanning Microscopy. Microbial Ecology,
37:225-237.

18. Sipe, A.R., Wilbur, A.E., & Cary, S,C. 2000. Bacteria
symbiont transmission in the wood-boring shipworm Bankia
setacea (Bivalvia: Teredinidae). Applied and Environmental
Microbiology, 66:1685-1691.

19. Webster, N.S,, Wilson, K.J,, Blackall, L.L. & Hill, R.T.
2001. Phylogenetic diversity of bacteria associated with the
marine sponge Rhopaloeides odorabile. Applied and
Environmental Microbiology, 67:434-444.

20. Frischer, M., Horiani, P. & Nierzwicki, A. 1996.
Diferential sensitivity of 16S rRNA targeted oligonucleotide
probes used for fluorescence in situ hybridization is a result
of ribosomomal higher order structure. Canadian Journal of
Microbiology, 42: 1061-1071.

21. DelLong, E., Wickham, G. & Pace, N. 1989.
Phylogenetic stains. ribosomal RNA -based probes for the
identification of single cells. Science, 243:1360-1363.

22. Bdlin, T., Pulz, M., Matussek, A., Hempen, HG. &
Gunzer, F. 2001. Rapid detection of enterohemorrhagic
Escherichia coli by rea-time PCR with fluorescent
hybridization probes. Journal of Clinical Microbiology,
39:370-374.

23. Olsen, G.J. & Woese, C.R. 1993. Ribosomal RNA: a key
to phylogeny. FASEB Journal, 7:113-123.

24. Inglis, V. 1993. Bacterial diseases of fish. John Wiley
and Sons, Inc. Primera Edicion. Grest Britain. 312 pp.

25. Jeney, Z. 1995. Recent achivements in studies on
diseases of common carp Cyprinus carpio). Aquaculture,
129: 397-420.

26. Shapiro, JA. & Dworkin, M. 1997. Bacteria as
multicellular organisms. Oxford University Press. Primera
Edicion. New Y ork. 466 pp.

27. Dunny, G.M. & Winans, S.C. 1999. Céll-cell signaling in
bacteria. ASM Press, Washington DC. 367 pp.

28. Kinne, O. 1980. Diseases of marine animals. Genera
aspects. John Wiley and Sons, Inc. Primera Edicion.
Germany, 2618 pp.

29. Sindermann, C. 1980. Principal diseases of marine fish
and shellfish. Academic Press, Inc. U.S.A. 521 pp.

30. Wiik, R., Stackebrandt, E., Vale, O. Daae, F.L.
Rodseth, O.M. & Andersen, K. 1995. Classification of fish-
pathogenic vibrios based on comparative 16S rRNA
analysis. International Journal of Systematic Bacteriology,
45:421-428.

31. Hugenholtz, P. 2002. Exploring prokaryotic diversity in
the genomic era.
http://genomebiol ogy.com/2002/3/2/reviews/0003.1.

32. Edvards, K.J.,, Kaufmann, M.E. & Saunders, N.A. 2001.
Rapid and accurate identification of coagulasenegative
staphylococci by rea-time PCR. Journad of Clinica
Microbiology, 39:3047-3051.

33. Schwartz, RM. & Dayhoff, M.O. 1978. Origins of
prokaryotes, eukaryotes, mitochondria, and chloroplasts.
Science, 199:395-403.

34. Assmus, B., Schloter, M., Kirchhof, G Hutzler, P. &
Hartmann, A. 1997. Improved in situ tracking of rhizosphere
bacteria using dual staining with fluorescence-labeled
antibodies and rRNA -targeted oligonucleotides. Microbial
Ecology, 33:32-40.

35. Lewin, B. 2000. Genes VII, Oxford University Press,
New Y ork. 1008 pp.

36. Fox, G.E.,, Stackebrandt, E., Hespell, R.B., Gibson, J,
Maniloff, J.,, Dyer, T.A., Wolfe, R.S., Balch, W.E., Tanner,
R.S.,, Magrum, L.J.,, Zablen, L.B., Blakemore, R., Gupta, R,
Bonen, L., Lewis, B.J, Stahl, D.A., Luehrsen, KR., Chen,
K.N. & Woese C.R. 1980. The phylogeny of prokaryotes.
Science, 209:457-463.

37. Gray, M.W., Sankoff, D. & Cedergren, R.J. 1984. On the
evolutionary descent of organisms and organelles: a global
phylogeny based on a highly conserved structural corein
small subunit ribosomal RNA. Nucleid Acids Research,
12:5837-5852.

38. Braun, E., Danidsen, S. & Nierzwicki, S. 1992
Development of a rapid method for detecting bacterial cells
in situ using 16S rRNA-targeted probes. Biotechniques,
13:928-933.

39. Wagner, M., Erhart, R., Manz, W., Amann, R., Lemmer,
H., Wedi, D. & Schleifer, K.H. 1994 Development of an
rRNA -targeted oligonucleotide probe specific for the genus
Acinetobacter and its application for in situ monitoring in
activated sludge. Applied and Environmental Microbiology,
60:792-800.



40. Snaidr, J, Amann, R., Huber, I., Ludwig, W. &
Schleifer, K.H. 1997. Phylogenetic analysis and in situ
identification of bacteria in actived sludge. Applied and
Environmental Microbiology, 63:2884-2896.

41. Bruns, A. & Berthe, L. 1998. In situ detection of bacteria
in continuous-flow cultures of seawater sediment
suspensions with fluorescently labelled rRNA -directed
oligonucleotide probes. Microbiology, 144: 2783-2790.

42. Poulsen, L.K., Balard, G. & Stahl, D.A. 1993. Use of
rRNA fluorescence in situ hybridization for measuring the
activity of single cells in young and established biofilms.
Applied and Environmental Microbiology, 59:1354-1360.

43. Heidelberg, JF., O'Neill, K.R., Jacobs, D. & Colwel,
RR. 1993. Enumeration of Vibrio vulnificus on membrane
filters with a fluorescently labeled oligonucleotide probe
specific for Kingdomlevel 16S rRNA sequences. Applied
and Environmental Microbiology, 59:3474-3476.

44. Gonzdlez, J. & Moran, M. 1997. Numerica dominance
of a group of marine bacteria in the alfa-subclass of the class
Proteobacteria in coastal seawater. Applied and
Environmental Microbiology, 63:4237-4242.

45. Stahl, D.A., Fesher, B., Mansfidd, HR. &
Montgomery, L. 1988. Use of phylogeneticaly based
hybridization probes for studies of rumina microbial
ecology. Applied and Environmenta Microbiology,
54:1079-1084.

46. Franks, A.H., Harmsen, H.J,, Raangs, G.C., Jansen, G.J,
Schut, F. & Welling G.W. 1998. Variations of bacterial
populations in human feces measured by fluorescent in situ
hybridization with group-specific 16S rRNA-targeted
oligonucleotide probes. Applied and Environmental
Microbiology, 64:336-3345.



