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REvISION
Bacteriologia asociada al cultivo de moluscos en Chile.
Avances y perspectivas

Bacteriology associated to mollusc culture in Chile. Advances and perspectives
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Abstract.- Excessive fishing effort has led to overexploitation and depletion of major benthic fisheries in Chile, so it has
been encouraged cultivation of major overexploited benthic resources in controlled environments, mainly those which
are not possible to collect seeds from environment. In this review, the current knowledge on bacteriology associated with
shellfish farming in controlled systems in Chile, including both aspects associated with development of infectious diseases
of bacterial aetiology as well as the use of microorganisms to reduce mortality of cultured species, is described. The
majority of bacteriological studies in Chilean shellfish culture were done in the Chilean scallop, Argopecten purpuratus
and were related to identifying pathogens isolated from mass mortalities occurred in larval and/or juvenile cultures and
the verification of their pathogenic activity performing bioassays under controlled condition bioassays. There are also a
large number of studies on bacteria exhibiting inhibitory activities against shellfish pathogenic and their protective effects
under controlled conditions. Despite the above, still are required more studies to know the structure and dynamics of the
microbiota associated to mollusk culture, bacterial pathogens and molecular elements encoding for their pathogenicity.

Key words: Molluscs, bacteria, larval cultures, probiotic, pathogen

Resumen.- El excesivo esfuerzo pesquero ha conducido a la sobrexplotacion y agotamiento de las principales pesquerias
benténicas en Chile, lo que ha incentivado el cultivo de los principales recursos bentonicos en ambientes controlados,
particularmente de aquellos en los que no es posible recolectar semillas del medio ambiente. En la presente revisiéon
bibliogréafica se describe la literatura actualizada sobre el conocimiento bacterioldgico relacionado con el cultivo de
moluscos en sistemas controlados en Chile, tanto en aspectos asociados al desarrollo de patologias infecciosas de etiologia
bacteriana asi como del uso de microorganismos para reducir los niveles de mortalidad de las especies en cultivo. La
mayoria de los estudios bacteriol6gicos en cultivos de moluscos en Chile se han realizado en el ostion del norte, Argopecten
purpuratus y se han referido a la identificacion de patogenos aislados de mortalidades masivas ocurridas en cultivos de
larvas y/o juveniles y la verificacion de su actividad patogénica mediante la realizacién de bioensayos realizados en
condiciones controladas. También existe un nimero importante de estudios de bacterias con capacidades inhibitorias de
patégenos de moluscos y sus efectos protectores en condiciones controladas. A pesar de lo anterior, alin se requieren
mayores estudios para conocer la estructura y dinamica de la microbiota asociada al cultivo de moluscos, los patégenos
bacterianos y los elementos moleculares que codifican para su patogenicidad.

Palabras clave: Moluscos, bacteria, cultivos larvales, probio6tico, patégeno

INTRODUCCION

El cultivo intensivo de bivalvos en sistemas de ambiente
controlado o hatcheries se inici6 en los afios 60, primero
con la ostricultura, y luego con la mitilicultura, con el
objetivo de abastecer de semillas a centros de cultivos
destinados a la comercializacion de estos recursos
marinos. En la actualidad, la sobrexplotacion vy
agotamiento de las principales pesquerias bentonicas a
lo largo de las costas de Chile, convierte al hatchery en

una fuente continua de semillas durante la época estival.
Este sistema de cultivo es de vital interés para el cultivo
de muchas especies de recursos benténicos de alto valor
econémico para las cuales no existe la alternativa de la
captacion natural mediante colectores en el mar, a
diferencia de lo que ocurre en bahia Tongoy para el caso
del ostidn del norte yen el sur de Chile, para la mitilicultura
(Wurmann-Gotfrit 2008). Dada esta situacidn, en los



ltimos afios se ha incentivado la investigacion cientifica
para mejorar la tasa de produccion de semillas en hatchery,
con el objeto de establecer las condiciones dptimas de
cultivo (Martinez-Guzmén 2008). ElI mayor desarrollo se
ha obtenido para la pectinicultura en el norte del pais
permitiendo la produccion sostenida a nivel comercial de
esta especie (Uriarte 2008).

Mediante algunos estudios se ha evidenciado el efecto
de parametros como la temperatura, nutricion, salinidad,
pH y densidad larval en el cultivo en ambiente controlado
de diversos recursos bentdnicos (Farias et al. 1997, Uriarte
2008, Gallardo & Cancino 2009). Las condiciones
intensivas del cultivo larval pueden favorecer el
crecimiento de bacterias debido a la disponibilidad y
acumulacién de metabolitos y productos de excrecion
provenientes de las larvas que podrian servir de nutrientes
para los microorganismos copiotréficos asociados a estos
ambientes. Por otra parte, se ha observado una tasa de
crecimiento menor de semillas de A. purpuratus
producidas en hatchery, en comparacién a aquellas
provenientes de ambiente natural (Pérez et al. 2012),
sugiriendo que una pérdida de heterocigocidad en la
poblacion en cultivo pudiera ser un factor determinante
para esta diferencia.

El desarrollo de cuadros patoldgicos en etapas
tempranas de moluscos en cultivo es favorecido en
muchas ocasiones por una mayor susceptibilidad de las
larvas debido a condiciones inadecuadas tales como alta
densidad larval, altos niveles de materia organica y
concentraciones bajas de oxigeno disuelto, facilitando la
multiplicacidn de agentes bacterianos de carécter
oportunista (Wurmann-Gotfrit 2008). Estos cuadros
infecciosos producen mortalidades masivas que con
frecuencia producen la pérdida total de los batches
larvales y el suministro de semillas, con serias
consecuencias econdmicas para la sustentabilidad del
proceso productivo (Romalde & Barja 2010). Sin embargo,
existe una carencia de estudios que permitan dilucidar la
cronologia de estos cuadros patoldgicos y los
mecanismos de virulencia que expresan sus agentes
etioldgicos (Prado et al. 2010). Por lo general, el agente
etiolégico de estos brotes no es identificado, y los
acuicultores se ven obligados a repetir o reiniciar el
proceso de produccion larval con la incertidumbre de
controlar dichos brotes patoldgicos o las causas que la
provocan (Wurmann-Gotfrit 2008). Las infecciones
afectan principalmente a los estados larvales y post-
larvales previo a su traspaso al ambiente natural. En el
Gltimo tiempo, el mayor conocimiento sobre la funcién de
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la microbiota asociada a estados larvales y la aplicacion
de bacterias benéficas a los cultivos se vislumbra como
una buena estrategia para el control de patdgenos.

En la presente revisién se describen y analizan los
principales avances obtenidos mediante la realizacion de
estudios realizados en Chile sobre las condiciones
bacteriolégicas de algunos cultivos de moluscos de
interés comercial y la factibilidad del manejo de su
microbiota para aumentar su produccion.

MICROBIOTA ASOCIADA AL CULTIVO DE MOLUSCOS

El conocimiento de la microbiota asociada a los cultivos
de moluscos en ambientes controlados es fundamental
para implementar estrategias de control sanitario que
eviten la apariciéon de infecciones y a la vez permitan
asimilar las condiciones del cultivo artificial a las
condiciones naturales de crecimiento en el mar. Es asi
que se han realizado diversos estudios para caracterizar
y conocer la composicién de la microbiota asociada a
estos cultivos, con especial referencia al ostion del norte,
A. purpuratus (Riquelme et al. 1994, 1995b; Jorquera et
al. 2001). En uno de estos estudios se detecto la presencia
de bacterias en las gonadas de los reproductores,
observando el predominio de cepas pertenecientes a los
géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Vibrio y Moraxella,
aunque esta identificacion no fue realizada mediante
técnicas moleculares (Riquelme et al. 1994).

También se han detectado bacterias predominantemente
Gram negativas en la hemolinfa de ejemplares adultos de A.
purpuratus, comportandose como microbiota normal
(Garcia-Tello et al. 2002). Ademas, se ha caracterizado la
poblacién de bacterias cultivables presentes en los cultivos
larvales y post-larvales de A. purpuratus, encontrandose
una mayor abundancia de los géneros Pseudoalteromonas,
Bacillus, Marinobacterium, Alteromonas y Vibrio en larvas
(Godoy et al. 2011) y del género Vibrio en post-larvas
(Avendafio et al. 2001).

En un estudio realizado para caracterizar la microbiota
bacteriana asociada a las primeras etapas del desarrollo
de A. purpuratus se observé un predominio de
representantes de los géneros Pseudomonas, Moraxella
y Vibrio durante los procesos de desove realizados en
condiciones de laboratorio. Al analizar la actividad de
algunas cepas de estos géneros se pudo detectar la
ocurrencia de actividad inhibitoria sobre la capacidad
natatoria de larvas de A. purpuratus (Riquelme et al.
1995b). En contraposicion, Llanos et al. (2002) encontraron
un porcentaje importante de bacilos Gram positivos



formadores de esporas y cocéceas no formadoras de
esporas, microorganismos no habituales en moluscos
bivalvos. Sin embargo, estos autores también reportaron
niveles importantes de Vibrio spp. en diversos tejidos
como branquias, glandula digestiva, génadas e intestino
de individuos adultos de A. purpuratus, lo que esta en
concordancia con otros estudios bacterioldgicos en esta
especie (Riquelme etal. 1995b, Leyton & Riquelme 2008a).

Sin embargo, a pesar del avance en el conocimiento de
la microbiota asociada al cultivo de A. purpuratus, adn
existe un gran desconocimiento sobre la bacteriologia
asociada a otros recursos bentonicos de interés comercial
en Chile, tales como Haliotis rufescens, Haliotis discus
hannai, Concholepas concholepas, Mytilus chilensis,
Mesodesma donacium y Tiostrea chilensis. Dentro de
estos recursos hidrobiolégicos, se destaca un estudio
realizado en ejemplares adultos de C. concholepas, donde
se describi6 a Vibrio spp. como el género predominante
en el intestino, junto a Acinetobacter spp. y Moraxella
spp. (Mérquez et al. 1990). En relacién a otras especies
de moluscos en cultivo, Romero et al. (2002) identificaron
al género Arcobacter como componentes abundantes de
la microbiota de especimenes adultos de la ostra chilena
Tiostrea chilensis provenientes de hatcheries del sur de
Chile. En un estudio anterior, Romero & Espejo (2001)
determinaron, mediante métodos bacterioldgicos y
moleculares, que menos del 0,001% de los componentes
de la microbiota de T. chilensis son cultivables en medios
bacterioldgicos, lo que indica la gran diversidad
bacteriana que no puede ser estudiada mediante cultivo
y que pudiera estar ejerciendo una funcion importante
para el crecimiento larval.

En los ultimos afios, con la aplicacion de técnicas
moleculares, se ha logrado detectar la gran diversidad de
especies bacterianas que interactdan con los moluscos y
la funcion ecoldgica que ellas cumplen en el crecimiento
de estos recursos. Técnicas como el DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) de fragmentos de ADNr 16S
permiten el andlisis de comunidades bacterianas
completas (Sandaa et al. 2003), incluyendo la porcién de
bacterias no cultivables. La estandarizacion de técnicas
moleculares como la hibridacion por fluorescencia in situ
(FISH) con sondas especificas para y-proteobacterias y
Vibrio sp. ha permitido determinar la abundancia total de
estas bacterias en el bacterioplancton asociado a cultivos
larvales masivos en hatcheries comerciales en el norte
de Chile (Jorquera et al. 2004). El desarrollo de estas
técnicas moleculares y otras basadas en la secuenciacion
del gen ADNr 16S para distintos patdégenos, puede ser

una herramienta efectiva para la deteccion rapida de
patdgenos, especialmente en una etapa previa a la
infeccién cuando los patégenos se encuentran adn en
bajas concentraciones para ser detectados por técnicas
de cultivo, ya que la sensibilidad de las técnicas
moleculares es mucho mayor a la del cultivo tradicional
en placa. Mediante la realizacion de estudios de las
comunidades bacterianas asociadas a los cultivos de
moluscos, se ha podido demostrar los beneficios que
otorga una microbiota estable para el crecimiento larval.
Un estudio realizado en un cultivo en hatchery sin
tratamiento antibiodtico, generd post-larvas con una
microbiota mas estable, que evitaria que las larvas sean
colonizadas por bacterias oportunistas, factor importante
para aumentar la sobrevivencia en el traspaso de las larvas
al medio natural (Avendafio et al. 2001). Ademas, se
determind que si el agua de mar que llega a los estanques
de cultivo es filtrada con un diametro de poro amplio (5
um), se obtiene una sobrevivencia y crecimiento mayor
de las larvas de A. purpuratus que cuando se filtra con
un tamafo de poro menor (2 um) (Riquelme et al. 1997).

TRATAMIENTOS EN EL CULTIVO DE MOLUSCOS PARA EL
CONTROL DE INFECCIONES BACTERIANAS

Una de las estrategias méas utilizadas para el control de
los niveles bacterianos en los hatcheries de moluscos en
Chile corresponde al tratamiento fisico del agua a utilizar
en los estanques de cultivo larval, realizado por
filtraciones en serie y una posterior irradiacion con luz
ultravioleta (UV), junto con el recambio de agua de los
estanques de cultivo larval de manera diaria o cada dos
dias. Estas estrategias de control sanitario son muy
efectivas para disminuir los niveles de materia orgénica,
material particulado y carga bacteriana pero tienen la
desventaja de ser poco selectivos a nivel microbiol6gico
produciendo la eliminacion tanto de las bacterias
benéficas como de las patégenas, con la consiguiente
reduccién de la microbiota del cultivo, favoreciendo la
colonizacién por microorganismos oportunistas no
deseados provenientes de otras fuentes de ingreso, como
larvas y/ alimento microalgal, debido a la disponibilidad
de nichos disponibles en el sistema de cultivo (Prado et
al. 2010).

La industria farmacéutica ha desarrollado una vasta
gama de productos quimicos comerciales para el control
de patégenos microbianos y prevencion de enfermedades,
principalmente para satisfacer la demanda de la industria
acuicola de peces salmonideos. No obstante, debido a
que la acuicultura de recursos benténicos no es una
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actividad masificada a nivel nacional, ain no se dispone
en el mercado de productos farmacoldgicos autorizados
para el control de infecciones bacterianas en los sistemas
de produccién de moluscos, lo que ha determinado la
necesidad del uso extra etiqueta de aquellos farmacos
autorizados para su uso en el cultivo de salmdnidos,
algunos de los cuales han demostrado una gran eficiencia
para obtener un aumento en el crecimiento y la
sobrevivencia larval de moluscos en cultivo (Uriarte et
al. 2001, Miranda et al. 2014). Es asi que Miranda et al.
(2014) evidenciaron que un tratamiento con florfenicol
administrado directamente en el estanque de cultivo larval
es eficiente para asegurar niveles adecuados de
supervivencia larval en sistemas de cultivo comercial. Sin
embargo, la incidencia de niveles importantes de bacterias
resistentes a este farmaco permite arguir que la efectividad
de este antimicrobiano para evitar episodios de
mortalidades masivas pudiera no mantenerse en el
mediano plazo si se sigue utilizando de manera intensiva
y sin regulaciéon en la industria pectinicultora nacional
(Miranda et al. 2013). Otros estudios han demostrado

que los tratamientos con oxitetraciclina no son efectivos
para reducir en niveles significativos el contenido
bacteriano de larvas de ostién del norte vy
consecuentemente producir un aumento en los niveles
de supervivencia larval (Godoy et al. 2011, Miranda et al.
2013).

PATOGENOS BACTERIANOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE
MOLUSCOS

En la actualidad se cuenta con pocos estudios que
identifiquen a los patdgenos bacterianos causantes de
cuadros patogénicos en larvas y juveniles de moluscos
en cultivo, pero cuando estos se han identificado, por lo
general se ha comprobado que producen niveles altos de
mortalidades en condiciones controladas a pequefia
escala (Tabla 1). La mayoria de los estudios que identifican
a patégenos de cultivos de moluscos y caracterizan su
actividad patogénica se relacionan con mortalidades en
cultivos larvales del ostidn del norte, A. purpuratus
(Riquelme et al. 19953, 1996b; Rojas et al. 2009).

Tabla 1. Pat6genos bacterianos asociados a cultivos de moluscos en Chile / Bacterial pathogens associated to mollusc culture in Chile

Especie cultivada Etapa Especie patogena Biensayo de patogenicidad o Ensayo Referencia
estudio realizado
(Inéculo bacteriano, Densidad de
moluscos desafiados, Volumen
final, Tiempo desafio)
Argopecten purpuratus ~ Larval Vibrio anguillarum 1010% cel mL™, 2 larvas mL™", invivo  Riquelme et al. 1995a
15mL,24 h
Argopecten purpuratus ~ Larval — Aeromonas hydrophila 5,5%10%5,5x10* cel mL", invivo  Riquelme et al. 1996b
2-3 larvasmL™', 15 mL, 24 h
Argopecten purpuratus ~ Larval Vibrio alginolyticus 5,5%10%-5,5x10% cel mL", invivo  Riquelme et al. 1996b
2-3 larvas mL", 15mL,24h
Argopecten purpuratus ~ Larval  Halomonas sp. 10° celmL™", 10 larvas mL", invivo  Rojas et al. 2009
300 mL, 48 h
Argopecten purpuratus ~ Larval  Vibrio splendidus 1,0x10° ufe mL™, 20 larvas mL™", invivo Rojasetal 2014
4 mL, 48 h
Haliotis rufescens Adulto Candidatus Xenohaliotis  Sin bioensayo Campalans & Lohrmann
californiensis 2009
Haliotis rufescens Adulto Candidatus Xenohaliotis  Sin bioensayo Gonzélez et al. 2012

californiensis
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Es asi que Riquelme et al. (1995a) comprobaron la
actividad patogénica en condiciones experimentales
sobre larvas de A. purpuratus de una cepa de V.
anguillarum-related (VAR) aislada de un episodio de
mortalidad masiva desarrollado en un cultivo comercial y
pudieron comprobar que su virulencia estaba mediada
principalmente por la produccién de exotoxinas. En otro
estudio, Riquelme et al. (1996b) aislaron cepas de
Aeromonas hydrophila como la poblacion predominante
en una muestra de larvas de A. purpuratus moribundas y
cepas de Vibrio alginolyticus provenientes del cultivo y
demostraron su actividad patogénica sobre larvas de A.
purpuratus. Posteriormente, se demostrd la participacion
de una cepa de Halomonas sp. sobreproductora de
exopolisacérido en procesos de mortalidad de larvas de
A. purpuratus en cultivos intensivos, causando la
aglutinacién larval y un bloqueo de la actividad ciliar
conduciendo a la muerte larval por cese del movimiento y
acumulacion de larvas en el fondo del estanque de cultivo
(Rojas et al. 2009). En un estudio reciente, Rojas et al.
(2014) aislaron 3 cepas de Vibrio splendidus desde
mortalidades masivas de larvas de A. purpuratus
ocurridas en cultivos comerciales localizados en el norte
de Chile y confirmaron su actividad patogénica mediante
el cumplimiento de los postulados de Koch. En este
estudio se evidencié que las cepas de V. splendidus
presentaban diferentes niveles de virulencia y que la
actividad patogénica estaba mediada principalmente por
componentes extracelulares termoestables no proteicos.
Los autores concluyeron que para evitar el colapso del
cultivo se debe cautelar por mantener en el estanque de
cultivo larval concentraciones de esta especie menores a
10* unidades formadores de colonias por mL.

En su mayoria estos patégenos son de caracter
oportunista, y se encuentran en el medio circundante al
cultivo (Elston 1984). Por lo general, se han establecido 3
rutas importantes de ingreso de bacterias patogenas al
cultivo: 1) el agua del afluente, en particular si esta no es
tratada, 2) el alimento microalgal y 3) los reproductores a
utilizar en el desove (Elston 1984). Algunos estudios han
establecido que una reduccion de la concentracion
bacteriana presente en los estanques de cultivo es una
condicion obligada para reducir los niveles de mortalidad
larval en cultivos de ostiones (Jorquera et al. 2001,
Miranda et al. 2014), y en particular los niveles de Vibrio
puesto que muchos representantes de este grupo exhiben
una reconocida actividad patogénica sobre diversas
especies de moluscos en sistemas de cultivo controlado
(Leyton & Riquelme 2008a). También existen algunos

estudios que sugieren que los reproductores pueden ser
una puerta de entrada de Vibrio spp. al cultivo larval de
pectinidos, al ser detectados en las gonadas de ejemplares
adultos de A. purpuratus (Di Salvo 1990, Chavez &
Riquelme 1994), pudiéndose demostrar su transmision
vertical (Riquelme et al. 1994). Adicionalmente, Di Salvo
(1994) observd la presencia frecuente de Vibrio spp. en
reproductores de A. purpuratus y sugirié que uno de los
factores primordiales para el fracaso del cultivo en
hatchery seria la ocurrencia de infecciones cronicas
subletales en el stock reproductor, lo que coincide con lo
reportado por Sainz-Hernadndez & Maeda-Martinez (2005)
quienes demostraron que los reproductores del molusco
Argopecten ventricosus cumplen una funcion muy
importante en el ingreso de Vibrio spp. en los hatcheries
implementados para el cultivo de esta especie, aunque
también demostraron su presencia en el alimento
microalgal.

Algunos estudios realizados en las primeras etapas del
desarrollo del abalén rojo, H. rufescens, detectaron niveles
de mortalidad cercanas al 100% en la etapa de post-larva,
detectandose la presencia de las especies de Vibrio, V.
vulnificus, V. hollisae, V. fischeri y mayoritariamente V.
splendidus biotipo I, aunque no se comprobaron los
postulados de Koch, requisito esencial para confirmar a
estas especies como los causantes de tales mortalidades
(Faune 2003).

Por otra parte, la ocurrencia de otros patdégenos
procariontes como Candidatus Xenohaliotis californiensis y
organismos tipo rickettsiales (Rickettsia-Like Organisms, RLO)
han sido detectados mediante el uso de técnicas histol6gicas
en H. rufescens y A. purpuratus, respectivamente (Lohrmann
et al. 2002, Campalans & Lohrmann 2009, Lohrmann 2009).
Asimismo, se han detectado RLO en ejemplares de
Perumytilus purpuratus (Montenegro et al. 2012).

El creciente desarrollo de la industria abalonera en
Chile (Flores-Aguilar et al. 2007) ha generado una
expansion de algunas patologias asociadas a este recurso,
en especial de la bacteria patégena Candidatus
Xenohaliotis californiensis que produce el sindrome de
pie marchitado (withering syndrome), sobre H. rufescens
(Enriquez & Villagran 2008). Esto ha determinado que este
pat6geno haya sido incluido en la Lista 2 del Reglamento
de Medidas de Proteccion, Control y Erradicacion de la
Enfermedades de Alto Riesgo para las Especies
Hidrobiol6gicas (RESA), lo que implica la obligatoriedad
de que todos los centros de cultivo estén sujetos a
monitoreos anuales. Aunque la prevalencia de esta
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patologia no es alta y es altamente dependiente de la
temperatura, ha comenzado a ser sujeta de algunos
estudios. Es asi que Gonzélez et al. (2012) concluyeron
que una infeccion temprana por este patégeno afecta
negativamente la actividad fisiol6gica de H. rufescens,
aunque ésta sea asintomética. En un estudio posterior, se
ensayo la hibridacién inter-especifica de las especies H.
rufescens y H. discus hannai para obtener un hibrido
resistente a esta patologia, pero éste también exhibi6
susceptibilidad a este patdgeno (Gonzéalez et al. 2014).

Es evidente que se requieren de méas estudios que
permitan el aislamiento de los agentes infecciosos
causantes de los episodios recurrentes de mortalidades
masivas en las fases larvales y juveniles de estas especies
en cultivo en Chile y comprobar su actividad patogénica
mediante el desarrollo de bioensayos en condiciones
controladas para poder contar con un cepario de cepas
patogénicas que permita realizar ensayos de antagonismo
bacteriano si es que se desea implementar estrategias de
control sanitario, por ejemplo, mediante el uso de agentes
probidticos.

AGENTES PROBIOTICOS DE USO POTENCIAL EN EL CULTIVO
DE MOLUSCOS

Existen diversos antecedentes que indican que bacterias
benéficas o antagonistas de patdgenos bacterianos
pueden cumplir una funcién importante como probi6ticos
en cultivos de moluscos al ejercer una actividad inhibidora
de pat6genos y/o mejorar la condicion nutricional de las
especies en cultivo (Riquelme et al. 1997, Gomez-Gil et al.
2000, Lim etal. 2011). En Chile, se ha desarrollado un gran
ntmero de estudios con el objetivo de aislar y caracterizar

cepas bacterianas que presenten propiedades inhibitorias
y que puedan constituirse en buenos candidatos como
agentes probioticos para ser utilizados en cultivos de
moluscos (Tabla 2). La mayoria de las investigaciones
sobre el uso de agentes probidticos en cultivos de
moluscos en Chile se ha circunscrito al cultivo de A.
purpuratus (Jorquera et al. 1999, Riquelme et al. 19964,
2000, Leyton & Riquelme 2008b). Estos estudios han
sugerido el reemplazo de la administracion de terapias
antimicrobianas por el uso de bacterias probi6ticas para
el control de patégenos bacterianos en el cultivo del
ostion del norte, no obstante, éstos solo se han ensayado
en cultivos experimentales a pequefia escala (Riquelme et
al. 1997, Avendafio & Riquelme 1999).

Se han realizado diversos estudios para comprobar en
condiciones experimentales la actividad inhibitoria de
bacterias aisladas de diferentes origenes sobre cepas
patogenas de larvas de A. purpuratus (Tabla 2). Una de
las primeras cepas bacterianas con potencial probidtico
fue aislada de las génadas de este molusco y
fue identificada como Alteromonas haloplanktis,
presentando una actividad inhibitoria sobre cepas de
Vibrio sp. y Aeromonas hydrophila, patégenos de
moluscos (Riquelme et al. 1996a). En un estudio posterior,
se evidenci6 que representantes de los géneros
Artrobacter y Pseudomonas presentaron una capacidad
de inhibicién de cepas patdgenas (Riquelme et al. 2000).
Otra cepa bacteriana aislada desde agua de mar e
identificada como Vibrio sp. present6 la capacidad de
inhibir in vitro a una cepa patogena de V. anguillarum-
related, y ademds fue capaz de proteger larvas
de ostién infectadas experimentalmente, exhibiendo una

Tabla 2. Actividad de bacterias probidticas contra patégenos de moluscos en Chile / Activity of probiotic bacteria against mollusc pathogens in Chile

Molusco beneficiado Etapa Especie probidtica Especie patogénica Ensayo Referencia

Argopecten purpuratus Larva Alteromonas haloplanktis ~ Vibrio sp., Aeromonas hydrophila in vivo Riquelme et al. 1996a
Argopecten purpuratus Larva Vibrio sp. Vibrio anguillarum-related in vivo Riquelme et al. 1997
Argopecten purpuratus Larva Arthrobacter sp. Vibrio anguillarum-related in vivo Riquelme ef al. 2000
Argopecten purpuratus Larva Pseudomonas sp. Vibrio anguillarum-related in vivo Riquelme ef al. 2000
Argopecten purpuratus Larva Bacillus sp. Vibrio anguillarum-related in vivo Riquelme et al. 2001
Concholepas concholepas Larva Bacillus sp. Vibrio parahaemolyticus in vitro Leyton & Riquelme 2010
Concholepas concholepas Larva Bacillus pumilus Vibrio parahaemolyticus in vitro Leyton & Riquelme 2010
Concholepas concholepas Larva Bacillus pumilus Vibrio parahaemolyticus in vivo Leyton et al. 2012
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Vibrio sp. Vibrio parahaemolyticus in vivo Silva-Aciares et al. 2011
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Vibrio sp. Vibrio parahaemolyticus in vivo Silva-Aciares et al. 2011
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Agarivorans albus Vibrio parahaemolyticus in vivo Silva-Aciares et al. 2011
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potencialidad para ser utilizada como probi6ticos en
cultivos de esta especie (Leyton & Riquelme 2008a).

Los estudios de probi6ticos en otras especies de
moluscos son bastante escasos, aunque recientemente
se ha investigado la capacidad de cepas del género
Bacillus aisladas desde génadas y cépsulas de C.
concholepas para inhibir al patdgeno V. parahaemolyticus
(Leyton & Riquelme 2010), pudiendo asi aumentar la
sobrevivencia larval (Leyton et al. 2012). Debido al alto
valor comercial de este gasterépodo, estas bacterias
presentan interesantes propiedades que eventualmente
podrian ser utilizadas para mejorar la produccion de
semillas en hatchery, aunque aln se requiere implementar
el escalamiento del cultivo a nivel piloto para que esta
tecnologia esté al alcance de empresas cultivadoras de
moluscos.

También existen estudios realizados en H. rufescens,
donde se ha comprobado la actividad antagonista de
cepas pertenecientes a los géneros Bacillus y Vibrio, asi
como a la especie Agarivorans albus (Silva-Aciares et
al. 2013). Ademas, demostraron que ejemplares de este
gasterépodo alimentados con probiéticos y desafiados
con V. parahaemolyticus, experimentan cambios
metabdlicos a nivel transcriptomico, como una menor
expresion de genes en respuesta a estrés, y una mejor
condicion inmune, en comparaciéon cuando no se
adicionan probi6ticos, lo que podria explicar el efecto
benéfico de estas bacterias (Silva-Aciares et al. 2013).

Con la finalidad de avanzar en el uso de bacterias
benéficas a nivel industrial, se han realizado una serie de
ensayos para identificar la mejor via de administracion de
estas bacterias a los sistemas de cultivos larvales. Algunas
experiencias realizadas en larvas de A. purpuratus
muestran que las larvas son capaces de ingerir bacterias
en forma selectiva (Araya et al. 1999) y que la ingestion
del probidtico puede producirse cuando es inoculado
directamente al agua o asociado con una microalga, lo
que va a depender del tipo de bacteria a administrar
(Avendafio & Riquelme 1999). Otra via de ingreso de
bacterias al sistema de cultivo es a través de los
reproductores, ya que se ha reportado que bacterias
benéficas son capaces de colonizar y permanecer en las
gonadas de los reproductores de A. purpuratus
(Avendafio-Herrera et al. 2001), por lo cual se podrian
incorporar bacterias benéficas a los cultivos larvales
mediante su transmision vertical (Jorquera et al. 2001).
Cabe hacer notar que uno de los mejores resultados
obtenidos en relacion a las vias de administracion de
bacterias probiéticas ha sido su administracién directa

en el agua de cultivo, obteniéndose niveles de mortalidad
larval similares a aquellos observados en los cultivos
larvales sometidos a terapia antibiotica, no observandose
efectos negativos (Riquelme et al. 2001).

También se han realizado algunos estudios que han
analizado los compuestos inhibitorios producidos por las
bacterias antagonistas, con el objeto de dilucidar sus
mecanismos de accion y desarrollar nuevos productos
farmacéuticos. Es asi que Jorquera et al. (1999) estudiaron
una cepa de Vibrio sp. que exhibié una actividad
bacteriostatica sobre 14 especies bacterianas, la mayoria
pertenecientes al género Vibrio y detectaron que la
actividad inhibitoria estaba mediada por una molécula
del tipo hidroxil éter alifatico, aunque posteriormente una
mayor purificacion de este compuesto permitié determinar
que se trataba de un 4cido oleico (Leyton et al. 2011). En
otros estudios se ha determinado la produccién de
compuestos peptidicos con propiedades antibacterianas
por cepas de Alteromonas sp. (Riquelme et al. 1996a,
Ledn et al. 2005) y recientemente se han detectado
moléculas con actividad bacteriostatica producidas por
cepas de Pseudoalteromonas sp. aisladas de Perumytilus
purpuratus (Aranda et al. 2012).

En otro estudio se analizd la factibilidad del uso de
biopeliculas bacterianas para favorecer el asentamiento
de post-larvas en hatcheries de moluscos, observandose
que el tratamiento con bacterias perifiticas de colectores
utilizados para la fijacion de larvas de A. purpuratus puede
producir un aumento de mas del 200% en el asentamiento
de larvas competentes (Avendafio-Herrera et al. 2002).
Como se ha sugerido en diversos estudios, el uso de
biopeliculas compuestas por bacterias con propiedades
de interés podrian ser de utilidad en hatcheries a nivel
comercial (Avendafo-Herrera et al. 2002, Riquelme &
Avendafio-Herrera 2003, Silva-Aciares & Riquelme 2008),
logrando estimular el asentamiento del H. rufescens (Araya
et al. 2010, Silva-Aciares et al. 2011) y A. purpuratus
(Avendafo-Herrera & Riquelme 2007, Leyton & Riquelme
2008b), aunque su uso no ha resultado efectivo para el
asentamiento de A. purpuratus en el medio natural
(Cantillanez et al. 2010). Las biopeliculas bacterianas
también podrian producir sustancias inhibitorias que
controlen micro-habitat epifiticos (Avendafio-Herrera et
al. 2005) y eviten el desarrollo del biofouling (Ayala et
al. 2006, Zapata et al. 2007).

Las técnicas habituales para la obtencion de bacterias
con propiedades benéficas incluyen el aislamiento
bacteriano desde la especie de molusco a cultivar o su
ambiente circundante (Riquelme et al. 1997, Leyton &
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Riquelme 2010), para asi asegurar la supervivencia y
multiplicacion de las bacterias en ese ambiente y poder
ejercer asi su efecto benéfico para los moluscos en cultivo
(Verschuere et al. 2000). Posteriormente se realiza un
proceso de seleccion bacteriana que incluye diversos
ensayos de antagonismo, donde los potenciales
probidticos son analizados mediante ensayos de
inhibicién de patdgenos de interés (Dopazo et al. 1988) y
luego se realiza el bioensayo a pequefia escala, en el cual
la cepa probidtica se administra a un cultivo del molusco
en condiciones controladas para confirmar su inocuidad
y su efecto en el aumento de la sobrevivencia y tasa de
crecimiento larval (Avendafio-Herrera et al. 2002). Estos
ensayos, si bien son Utiles para reducir el nimero de cepas
a examinar, y permiten identificar cepas con grandes
potencialidades probidticas, no aseguran su éxito al ser
administradas en el cultivo intensivo, por lo que se
requiere comprobar su efectividad en ensayos in vivo a
escala piloto. Esto Ultimo implica considerar la forma de
administraciéon mas idénea para asegurar la mayor
viabilidad del agente probidtico en el sistema de cultivo,
y asi confirmar el resultado obtenido en el bioensayo
previo (Riquelme et al. 2001). Todas las etapas para la
seleccién y desarrollo de un buen candidato probiético
para moluscos bivalvos ya han sido realizadas en Chile,
constituyéndose en un pais con un desarrollo importante
en la investigacion en esta area (Prado et al. 2010), aunque
aun no se ha implementado su uso a escala comercial. Lo
anterior es de gran relevancia pues esta bien establecido
que el uso de cepas bacterianas aisladas y ensayadas en
un hatchery asociado a una determinada especie y
condiciones de cultivo, presentan una mayor efectividad
probidtica que aquellas cepas bacterianas adquiridas en
el comercio y que estan destinadas para su uso en otros
recursos hidrobiolégicos como peces (Aguilar-Macias
etal. 2010).

En conclusidn, la OIE (Office International des
Epizooties) no considera los patégenos bacterianos de
larvas de moluscos en su Codigo Sanitario, por lo que no
se ha autorizado el uso de farmacos o la vigilancia de
estos patdgenos bacterianos en sistemas de cultivo, por
ende no existen regulaciones sanitarias para esta industria.
Lo anterior ha dificultado la implementacién de normas
sanitarias que permitan estandarizar protocolos de
monitoreo en los sistemas de cultivo que conlleven a la
sistematizacion de registros de procesos patoldgicos en
los cultivos comerciales. Ademas, el carcter de patdégeno
oportunista de la mayoria de los patogenos identificados
como causantes de mortalidades masivas en algunos de
estos cultivos dificulta un diagnéstico temprano y
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eficiente, pues no es factible el uso de técnicas
inmunoldgicas o moleculares, de uso comun para el
diagnostico de patdgenos primarios de peces.

En general, se puede concluir que la gran mayoria de
estudios relacionados con la identificacion de patégenos
bacterianos, asi como la descripcion de la composicion
de la microbiota asociada a cultivos de moluscos en Chile
se refieren al cultivo larval del ostion del norte, A.
purpuratus. Por ello es evidente la necesidad de la
realizacién de estudios bacteriol6gicos en recursos tan
importantes como Concholepas concholepas, Haliotis
rufescens, Mesodesma donacium y Mytilus chilensis.

Es notoria la ausencia de estudios que identifiquen
los patdégenos bacterianos que en forma recurrente
causan cuadros de mortalidades masivas en los cultivos
de moluscos produciendo muchas veces la pérdida de
batches larvales completos. Por ello, no es de extrafar
que en la mayoria de los cultivos se asuma una posicion
de coexistencia con estos procesos patoldgicos sin
pretender desarrollar estudios para conocer aspectos
epidemiolégicos de los mismos. Por lo tanto, es imperante
la necesidad de implementar indicadores de calidad larval
en sistemas de cultivo masivo de moluscos que permitan
detectar en forma prematura un deterioro del cultivo que
favorezca el desarrollo de patologias bacterianas
oportunistas. Bajo esta premisa, Miranda et al. (2009)
elaboraron un manual que describe los procedimientos
para la medicidn de indicadores sanitarios, fisiologicos y
nutricionales en cultivos larvales de A. purpuratus.

Considerando que las vibrionceas han sido asociadas
a diversos procesos patolégicos en el cultivo de moluscos
y que este grupo presenta una alta diversidad taxondmica,
uno de los aspectos pendientes a investigar corresponde
a la caracterizacién de genes asociados a factores de
virulencia tales como la expresion de metaloproteasas,
hemolisinas, sideréforos, y otros.

La incorporacion de innovaciones para la produccion
de larvas y juveniles basadas en el biocontrol, puede
lograr un impacto positivo en el abastecimiento de semillas
para la acuicultura en &reas de manejo, mediante el
incremento del volumen de produccién de una especie
determinada o bien de nuevas especies hidrobioldgicas,
y asi contribuir a la diversificacion de la industria acuicola,
produciendo un impacto econémico y social en el cultivo
de moluscos en Chile. Es altamente recomendable que
los hatcheries de moluscos controlen los pardmetros
bacterioldgicos en sus instalaciones, consiguiendo un
manejo adecuado de la microbiota larval y aplicando



estrategias de control bacteriano como la fagoterapia, uso
de prebidticos, probidticos o sinbidticos. Esta estrategia
de manejo, ademds de evitar el potencial uso de
antibioéticos y sus consecuentes riesgos sanitarios y
ambientales, puede lograr el aumento de la supervivencia
larval y la tasa de crecimiento de los individuos, efectos
altamente deseados desde el punto de vista productivo.

El uso de bacterias benéficas en hatcheries de
moluscos se presenta como una estrategia interesante
que podria mejorar el desarrollo y sobrevivencia de larvas
y semillas de moluscos en cultivo, permitiendo asegurar
la produccion sin la necesidad del uso de antibidticos,
especialmente en los casos en que en el mercado no
disponga de agentes antibacterianos eficientes y que las
patologias microbianas sean causadas por bacterias
resistentes a los antimicrobianos de uso habitual en los
hatcheries de moluscos. Existe un importante desarrollo
cientifico en Chile referente a la seleccién y uso de
probiéticos principalmente en el cultivo larval de A.
purpuratus, sin embargo, es necesario abordar otros
cultivos de moluscos de interés comercial. A la fecha aln
no se han podido obtener resultados exitosos a nivel
intensivo y ningln cultivo comercial ha implementado
alguna de estas innovaciones para el control sanitario de
su cultivo de moluscos. Es por ello que uno de los grandes
desafios en esta area es lograr la implementacién exitosa
del uso de bacterias benéficas en la produccién de larvas
y semillas de moluscos a escala comercial, logrando
mantener una comunidad bacteriana estable en los
estanques de cultivo. Para ello se requiere un aumento
significativo en el desarrollo de proyectos de
investigacion y transferencia tecnoldgica para la
implementacion de protocolos de uso de agentes
probidticos o sus componentes bioactivos, que aumenten
la eficiencia productiva y que su administracion sea segura
para los cultivos sujetos a estas innovaciones. Solo una
adecuada validacion de estos protocolos a escala
comercial en condiciones intensivas permitird asegurar
su reproducibilidad para que estas estrategias sustituyan
al uso de agentes antimicrobianos y puedan utilizarse de
manera rutinaria para el manejo sanitario en estos sistemas
de cultivo.
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