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Utilizacion de biopeliculas bacterianas en el asentamiento de
larvas de Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) en
un hatchery comercial

Application of periphytic bacteria in setting of Argopecten purpuratus Lamarck (1819)
larvae in a commercial scallop hatchery

Ruben E. Avendafo-Herrera, Carlos E. Riquelme y Fernando Silva

Universidad de Antofagasta, Departamento de Acuicultura, Laboratorio de Microbiologia Marina.Casilla 170, Antofagasta.
criquelme@uantof.cl

Resumen.- Una de las etapas critica en la produccion
artificial de ostion en cultivo comercial o “hatcheries” es el
asentamiento artificial de post-larvas realizados sobre
colectores de netlon. Este procedimiento es cominmente
utilizado en Chile, obteniendo resultados de asentamientos
variables e irregulares. En el presente estudio se evalud la
factibilidad de realizar pre-tratamientos o “biologizacion” en
los colectores de asentamiento utilizando cepas de
biopeliculas bacterianas especificas, las cuales podrian
favorecer el asentamiento y metamorfosis de larvas de ostion.
Se aislaron tres cepas bacterianas desde la superficie de
colectores con altos porcentajes de asentamiento larval. Los
colectores se expusieron en forma simple y combinadas a las
bacterias seleccionadas para comparar a) el asentamiento en
los tratamientos con bacterias y b) en condiciones normales de
cultivo. Un segundo grupo de colectores en las mismas
condiciones antes descritas se incubd con adicion de peptona
y extracto de levadura para aumentar el desarrollo de las
peliculas bacterianas en la superficie de los colectores. Los
resultados sugieren un incremento en el asentamiento de post-
larvas de los colectores tratados con las bacterias perifiticas y
adicion de nutriente con respecto a los controles. En los
resultados obtenidos sobre la sobrevivencia después de 30 dias
de cultivo en el mar, se detectd un significativo nimero de
semillas en los colectores tratados con la combinacion de las
tres cepas de bacterias siendo 243,45% mayor que el control.
Los resultados indican que es aconsejable el empleo de
bacterias perifiticas en la etapa de asentamiento larval.
Palabras claves: Argopecten purpuratus, biopelicula perifitica,
post-larvas, asentamiento.

Abstract.- Obtaining settlement of laboratory-produced
larvae on the surfaces of plastic net-bag collectors is a critical
step in the production of "seed" scallops for mass cultures in
the sea and is a commonly process used in Chile. The results,
however are variable and irregular. The present study
evaluated the possibility of biologically pre-treating net-bag
spat collectors using bacterial strains, in order to facilitate the
settlement and metamorphosis of the scallop larvae. Three
bacterial strains were isolated from the microflora attached to
collectors with high percentages of larval settlement.

The collectors were exposed in simple form and combined
with the bacteria selected to compared a) the settlement in the
treatments with bacteria and b) normal conditions of culture.
A second group of collectors was concurrently tested by the
same method, with the addition of peptone and yeast extract to
increase the development of the bacterial primary films. The
results suggested an increment of scallop settlement in
bacteria-treated collector bags which were treated with
nutrients. The results obtained after 30 days of culture in the
sea were higher when the three strains were combined (243,45
%). The results suggest that the employment of strain
periphytic in the settlement phase is a feasible way to improve
the settlement of scallop larvae.

Keywords: Argopecten purpuratus, periphytic bacteria, post-
larvae, settlement.

Introduccion

El ostion del Norte Argopecten purpuratus (Lamarck
1819) es uno de los moluscos de mayor importancia
comercial en Chile, alcanzando una produccion de
20.668 t en 1999. Sin embargo, la produccion nacional
de este recurso aun es insuficiente para cubrir la

demanda internacional del pectinido, aportando con
menos del 3% de la produccion mundial (Anuario
Estadistico de Pesca 1999). Una de las razones de la
baja e irregular produccién del recurso es la fuerte
demanda a la que ha sido sujeta la especie durante las
Oltimas dos décadas, situacion que ha generado el
incremento clandestino de la captacion natural de
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semillas (Aiken 1993). Esta explotacién indiscriminada
del recurso ha provocado el agotamiento de los bancos
naturales (Avendafio & Cantillanez 1996), la
disminucion de la calidad y cantidad de los gametos
(Avendafio & LePennec 1997) y la sobreexplotacion de
la especie (Wolff & Alarcon 1993). Por estos motivos,
se origina a mediado de los noventa el desarrollo de la
produccién artificial de semillas en cultivos comerciales
0 “hatcheries”, los cuales han sido de vital importancia
para lograr el manejo racional del recurso y sustentar la
actividad comercial del mismo. No obstante, la
produccidn artificial de A. purpuratus en “hatcheries”
aun es escasa, exhibiendo una gran variacién en la
produccidn de semillas (Avila et al. 1994) y sustentando
solo 30% de la produccidn chilena de ostiones (Farias et
al. 1998).

Uno de los principales problemas en la produccion
de semilla de ostiones se genera en la etapa de
asentamiento 'y metamorfosis, en esta etapa los
organismos desarrollan drasticos cambios morfolégicos
y fisiologicos (Illanes 1990) pasando de una vida
pelagica a otra bentonica, provocandose en este periodo
masivas mortalidades larvales (Bourne et al. 1989,
Castagno 1995). Numerosos estudios han demostrado la
influencia de factores biol6gicos, quimicos y fisicos en
la induccion del asentamiento larval de invertebrados
marinos (Weiner et al. 1989, Bonar et al 1986,
Christensen 1989, Maki et al. 1990, Chevolot et al.
1991). Sin embargo, otros estudios sefialan que previo al
asentamiento de las larvas a un substrato, se requiere de
bacterias que estimulan e inducen el asentamiento larval
(Meadows & Campbell 1972, Kirchman et al. 1982,
Weiner et al, 1989, Dillon et al. 1989, Maki et al. 1990,
Pearce & Bourget 1996.). No obstante, la mayoria de las
investigaciones han sido realizadas a nivel de
laboratorio o pequefia escala, siendo esta la primera
prueba realizada en un hatchery comercial.

El objetivo del presente estudio es determinar la
factibilidad de utilizar bacterias perifiticas como
inductoras del asentamiento de post-larvas de A.
purpuratus y utilizar éstas cepas para mejorar el
asentamiento en ensayos masivos en un hatchery
comercial.

Materiales y Métodos

1. Aislamiento de bacterias

El aislamiento de bacterias se efectué entre octubre de
1999 a mayo de 2000 en el hatchery de Bahia Inglesa
de Cultivos Marinos Internacionales S.A (CMI), Chile
(27°03°24’S - 70°51°30’W). Se seleccionaron
colectores de “netlon”® con altos porcentajes de

asentamiento larval (mayor a 2.500 post-larvas x
colector), después de 90 dfas de cultivo en el agua de
mar. Se cortaron sesenta superficies de mallas de netlon
en pequefias &reas de 100 cm? y fueron lavadas repetidas
veces con solucion salina marina (SSM, Austin 1988).
Las bacterias adheridas a los colectores se removieron
con un Ultrasonics Homogenizer (Cole-Parmer) durante
60 segundos. Luego, las diluciones se sembraron sobre
placas de Triptone Soya Agar (Oxoid) suplementada
con 2% NaCl (TSA2) y Thiosulphate-Citrate-Bile-Salt-
Sucrosa Agar (TCBS, Oxoid) e incubandolas a 20°C
durante una semana. Transcurrido este periodo se
aislaron los morfotipos predominantes, los cuales fueron
caracterizados de acuerdo a criterios de dominancia,
fenotipo y morfologia (Avendafio et al. 2001). Las cepas
seleccionadas fueron examinadas microscopicamente
mediante tincion Gram e identificadas a nivel genérico
mediante sistemas miniaturizados (Hansen & Sorheim
1991).

2. Seleccion de bacterias perifiticas

El criterio utilizado para seleccionar las cepas fue su
capacidad de adherencia en los substratos plasticos. Los
cultivos “overnight” de cinco cepas seleccionadas se
suspendieron en SSM vy se inocularon en placas Petri
con 15 ml de agua de mar filtrada a 1 um en 3.5 x 10°
células x ml* de concentracién. Se montaron tres
replicas que fueron incubadas a 20°C por un periodo de
96 horas. Cada 24 horas las placas se lavaron repetidas
veces con 100 ml agua de mar autoclavada, secadas y
tefiidas con cristal violeta (2%) para observar con un
microscopio Olympus BH-2 (magnificacion 1000X) la
adhesion de éstas al sustrato.

3. Efecto de las bacterias perifiticas en la
sobrevivencia larval.

Para evaluar el efecto de las cepas bacterianas
seleccionadas en la sobrevivencia de larvas de A.
purpuratus, cada cepa en etapa logaritmica tardia fue
inoculada en placas Petri con 20 ml de agua de mar
filtrada a 1um en una concentracion de 5 x 10° células x
ml™. Luego, las larvas en “estado de 0jo” del pectinido
obtenido a partir de desoves realizados en el hatchery se
dispusieron en las placas en densidad de 1 larvas x ml™.
El recambio de agua y alimentacion larval se realizd
diariamente durante siete dias, ésta consisti6 en
Chaetoceros gracilis en una concentracién de 5 x 10°*
células x ml™. El recuento larval se realizé diariamente
utilizando un microscopio estereoscopico S30. Las
larvas se clasificaron en vivas o muertas.
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4. Asentamiento de larvas de A. purpuratus
en colectores tratados con bacterias en
cultivo masivo.

a) Preparacion de colectores

Tres cepas de bacterias perifiticas codificadas como
“A” “B” y “C” fueron utilizadas en forma simple y
combinadas para biologizar colectores en ensayos de
asentamiento de post-larvas de ostiones a nivel masivo
en el hatchery. Los bioensayos se realizaron en
estanques rectangulares de 2,000 litros con agua de mar
filtrada a 1 pm y aireacion constante. Los tratamientos
consistieron en la adicion de las bacterias en
concentracion de 5 x 10° células x ml™ en forma mono y
multiespecificas de acuerdo al esquema experimental
(Tabla 1). Para ello, se prepararon en SSM suspensiones
desde cultivos "overnight” de placas de TSA de cada
una de las cepas bacterianas e incorporaron a los
estanques de cultivo. Por otro lado, un set de ocho
estanques de cultivo fueron enriquecidos con la adicion
de una solucion stock de peptona (0,05 g/l) y extracto de
levadura (0,5 g/l). Colectores mantenidos en agua de
mar filtrada a 10 um con y sin adicion de nutriente
durante una semana, se consideraron como controles.
Una vez inoculadas las cepas seleccionadas se
incorporaron en cada estanque (con 'y sin
enriquecimiento) 150 colectores de netlon de 30 x 50
cm, los cuales fueron incubados por un periodo de 72 h.

b) Asentamiento de larvas de ostion

Al finalizar la incubacidn de los colectores, se procedié
a incorporar a los estanques larvas de ostiones en
“estado de 0jo” en densidad de 1 larva x ml?, las cuales
fueron mantenidas en los estanques de fijacion por un
periodo de seis dias. Durante este periodo se realizaron
recambios diarios de agua, recogiendo las larvas sin fijar
en tamices de 120 um, lavandolas en tamices de 205 um
y retornandolas nuevamente al sistema de asentamiento.

Tabla 1

Diagrama de los tratamientos realizados a colectores de ostion
biologizados con las bacterias perifiticas seleccionadas en presencia
y ausencia de nutrientes (N). Con = corresponde a colectores sin

tratamiento.

Scheme of treatments of scallop spat collectors with periphytic bacteria
and periphytic bacteria plus nutrients (N, see text). “Con” = untreated

El alimento diario de las larvas consistio en una dieta
mixta de 7,500 células x ml™ de Chaetoceros calcitrans
y 10,000 células x mI™ de C. gracilis. Al séptimo dia,
se removieron cinco colectores de cada estanque de
fijacion para determinar el ndmero de post-larvas
asentadas utilizando la metodologia de Uriarte et al.
(1996). Este procedimiento consiste en cortar en
duplicado un érea de 25 cm? de colector desde cada una
de las 16 combinaciones realizadas. Los trozos de cada
malla se limpiaron con un cepillo de pelo de caballo,
desprendiendo las post-larvas  asentadas vy
depositandolas en un tamiz de 205 u.m para ser
contadas y medidas. Los colectores restantes se
embolsaron en mallas y etiquetaron para ser transferidos
a sistemas de cultivo long-line.

¢) Muestreos de colectores

El nimero de semillas en los colectores fue determinado
después de 30 dias de pre-engorda en el mar mediante la
metodologia descrita por Uriarte et al. (1996). Con este
fin, se extrajeron cinco colectores con semillas de cada
uno de los tratamientos y controles. Los colectores se
transportaron dentro de bolsas con ice-pack hasta la
unidad de investigaciéon de la empresa. Las semillas
fijadas en los trozos de 25 cm? se desprendieron de las
mallas para ser contadas y medidas bajo un microscopio
estereoscOpico a magnificacion 100X. Los resultados
obtenidos fueron extrapolados a la superficie total de los
colectores (9,500 cm?) con el objeto de comparar la
fijacion en los colectores biologizados con y sin la
utilizaciéon de bacterias. El valor denominado
“porcentaje de asentamiento” fue calculado
relacionando el ndmero total de semillas asentadas en
los colectores, con el nUmero total de larvas
incorporadas en los estanques de fijacion (2 x 10° larvas
en “estado de 0j0”)

5. Andlisis estadisticos

Para comparar la sobrevivencia entre los tratamientos
con adicion de bacterias y los respectivos controles los
resultados fueron sometidos a un ANOVA. La
determinacion de los factores que pueden
aportar diferencias significativas se realizd
mediante el Test de Comparacién Mdltiple LSD
(Sokal & Rohlf 1980).

Resultados y discusion

Se logré aislar 10 morfotipos diferentes de
colonias bacterianas desde la microflora

adherida en la superficie de los colectores. Al
evaluar la adherencia de estas bacterias en

controls.
Control Combinacién bacteriana Tratamientos
(no bacteria)
Con A B, C, AB, AC, BC, ABC
Cony An, By, Cny ABR, ACy, BCy, ABCy
NP° total de combinaciones

sustrato plastico, s6lo tres de las cepas

mostraron la formacion de una biopelicula
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bacteriana, las cuales se codificaron como “A”, “B” y
“C”. Este 30% de cepas capaces de formar una
biopelicula bacteriana, difiere con lo sefialado por
Cooksey & Wigglesworth-Cooksey (1995), quienes
sefialan que en micro-ambientes marinos la formacion
de una biopelicula bacteriana sobre una superficie
limpia es inevitable, siendo los substratos rapidamente
colonizados en forma reversible e irreversible en un
periodo de 10 minutos (Wiencek & Fletcher 1995).
Probablemente, las cepas “A”, “B” y “C” se encuentran
adaptadas para adherirse y formar una biopelicula
primaria, siendo favorecidas por la caracteristica de la
superficie del substrato (Characklis & Bryers 1990), la
produccidn de un polisacérido (Christensen 1989) o una
glicoproteina (Costerton et al. 1978). Christensen
(1989), sefiala que la adhesion bacteriana ocurre por
medio de polisacaridos que actlan como “pegamento”,
los cuales establecen fuertes uniones con la superficie
del substrato. Esta pelicula adhesiva se origina por las
interacciones microbianas con interfases de substratos,
en las cuales los microorganismos estan firme e
irreversiblemente unido a un sustrato.

Los resultados evidenciaron una rapida colonizacion
de las cepas alcanzando a las 48 horas la fase
exponencial con valores 5 x 10° células x cm’.
Probablemente, este explosivo crecimiento se debi6 a la
forma tipo “swarming” de desarrollo de las cepas sobre
la superficie del substrato. Similares resultados han sido
observados en estudios realizados para evaluar la
formacién de la pelicula bacteriana de Vibrio harveyi
sobre tres diferentes sustratos (plastico, cemento y
acero), que demostraron que la densidad bacteriana es
mayor en la superficie de plastico alcanzando
concentraciones de 5.3 x 10’ CFU x cm? (Karunasagar
et al. 1996).

A nivel genérico las tres cepas resultaron pertenecer
al género Vibrio. Al evaluar el efecto de las cepas sobre
la sobrevivencia de larvas en “estado de 0jo” de A.
purpuratus se detecté que las bacterias “A”, “B “y “C”
no causan efectos deletéreos o negativos en las post-
larvas.  El aislamiento de estas bacterias desde
colectores con altos porcentajes de asentamiento larval
indicaria que las bacterias forman un sustrato atractivo
para las “larvas de 0jo” estimulando la fijacién de las
mismas. Estudios realizados por Maki et al. (1988)
demostraron que las biopeliculas bacterianas pueden
tener influencia positiva en el asentamiento y
metamorfosis de larvas de invertebrados marinos. La
aseveracion nos resulta contradictoria, ya que
numerosos estudios atribuyen a bacterias Vibrio spp. y
Pseudomonas  spp. la ocurrencia de masivas
mortalidades en las unidades de produccién de bivalvos
(Brown 1983, Lodeiros et al. 1987, Riquelme et al.

1995b, Nicolas et al. 1996; Lambert 1998). Sin
embargo, no todas las vibrionaceae causan efectos
deletéreos en cultivos comerciales de invertebrados
marinos. Austin et al. (1995) informan el uso de un
Vibrio spp. aislado desde un hatchery comercial de
camarones, el cual inhibi6 el crecimiento de algunos
patdgenos. Nuestros estudios han permitido aislar y
estudiar bacterias Vibrio spp. con caracteristicas de
benéficas asociadas al cultivo de larvas de A. purpuratus
(Riquelme et al. 1995a, Araya et al. 1999, Avendafio &
Rigquelme 1999). Ademas, otros estudios han
demostrado que sustancias liberadas por Vibrio cholerae
(pigmentado y no pigmentado) inducen la fijacion y
metamorfosis de larvas de Crassostrea gigas (Fitt et al.
1989).

Los porcentajes de asentamiento de post-larvas en
los colectores control y tratados con y sin adicion de
nutrientes se muestran en la Figura 1. La fijacion de
“larvas de 0jo” sin enriquecimiento de nutrientes fluctio
entre 8,20 y 21,04%, no detectandose diferencias
significativas entre los tratamientos y el control
(P>0,05). Sin embargo, los netlones con adiciéon de
nutriente muestran un asentamiento significativo de las
“larvas de 0jo” en los colectores tratados con la mezcla
bacteriana “ACN” (24,94%) en comparacion a los
tratamientos “ABN” (6,31%), “AN” (13,13%) vy el
control sin peptona (12,54%).

El mayor asentamiento de post-larvas en presencia
de los tratamientos bacterianos en forma mono o
multiespecifica (“A”, “B” y “C”) comparado con los
controles, podria deberse a una estimulacion del
asentamiento por parte de las bacterias perifiticas
seleccionadas, ya sea mediante las caracteristicas de
crecimiento o la produccién de alguna sustancia,
situacion que no ocurre con la pelicula de bacteria
natural y no definida formada en la superficie de los
colectores controles. Butman et al. (1988), sugieren que
la induccion del asentamiento larval de invertebrados es
mediado cominmente por substancias que enriquecen el
substrato, entre las cuales se encuentran las bacterias.
Estudios realizados por Bonar et al. (1985), sugieren
que biopeliculas bacterianas de la cepa Alteromonas
colwelliana estimulan el asentamiento larval de ostras
mediante la produccién de L-DOPA. Sin embargo, el
mecanismo utilizado por los pectinidos para detectar el
substrato y asentarse aun se desconoce (Harvey et al.
1997).

Al comparar el asentamiento de “larvas de 0jo” entre
los colectores biologizados con y sin la adicion de
nutriente, se puede apreciar que la incorporacion de
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peptona y extracto de levadura en el agua de incubacion
de los colectores estimulan significativamente la fijacion
larval (P<0,05), alcanzando en los tratamientos mono y
multiespecificos de las bacterias asentamientos
promedios (18,39%) en comparacion a los tratamientos
sin adicion de nutriente (14,02%). Estos mayores
asentamiento de “larvas de 0jo” en presencia de
nutrientes, podria deberse a que peptona y extracto de
levadura estimulan la proliferacion de la poblacién
bacteriana y/o productos extracelulares sobre la
superficie del colector, los cuales favorecen los
mecanismos de adhesién de larvas de ostion.
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Figura 1

Porcentaje de asentamiento de larvas de Argopecten
purpuratus en colectores inoculados en forma simple y
combinada con las bacterias A" , "B"y "C" y con (H) y
sin la adicion de nutriente (0). Las lineas verticales
corresponden a la D.S. Con = control y ConN = control con
nutriente.

Percentage of larval settlement of Argopecten purpuratus on
netlon inoculated with bacteria "A", "B" and "C" alone or in
combination, without (0) and with () added nutrients (see
text). Vertical lines show standard deviation. Con = control
and ConN =control with nutritious.

Con respecto a los resultados de sobrevivencia
después de 30 dias de cultivo de pre-engorda en el mar,
se detectd un significativo nimero de semillas en los
colectores tratados con la combinacion de las tres cepas
de bacterias (“ABC”), alcanzando valores mayores que
el doble del control (Fig. 2). En el caso de los colectores
incubados con nutrientes, el mayor retorno se observd
en los colectores tratados con la combinacién de las
cepas “AB”. Al analizar la sobrevivencia de semillas de
los colectores incubados con y sin adicion de nutriente
no detecta correlacion y patrén definido.
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Figura 2

Porcentaje de sobrevivencia después de 30 dias de cultivo
en el mar de la semilla de ostion asentada con las bacterias
“A","B"y"C" con (M) y sin la adicién de nutriente (6).
Las lineas verticales corresponden a la D.S. Con = Control
y ConN = Control con nutriente.

Percentage survival of juveniles after 30 days of culture in the
sea which had been settled with bacteria "A", "B" and "C"
alone or combined , without (8) and with () addition of
nutrients.  Vertical lines show standard deviation.
Con = Control and ConN = Control with nutritious.
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El efecto inductivo de la combinacion de bacterias
monoespecificas probablemente se deba a una accién
sinérgica de las cepas, las cuales en conjunto proveen a
la post-larva de un sustrato multiespecifico. Esta
inferencia concuerda con lo propuesto para larvas de
cirripedio Balanus amphitrite, que prefieren asentarse
en substratos multiespecificos de bacterias (Maki et al.
1990). Similares resultados se obtuvieron en larvas de
Concholepas concholepas, detectando un efecto de
atraccion de las larvas hacia films bacterianos
multiespecificos, los cuales liberan inductores de
asentamiento que favorece el encuentro entre las larvas
y el substrato (Rodriguez et al. 1995). Lo anterior
permite sugerir que el asentamiento en larvas de
ostiones no seria al azar sino una respuesta a estimulos
especificos de las bacterias perifiticas seleccionadas.
Estudios realizados por Xu et al. (1991), con larvas de
ostion Argopecten irradians demuestran como las tasas
de asentamiento larval podrian variar dependiendo de
las cepas bacterianas que conforman la biopelicula de
asentamiento. Sin embargo, el estimulo de asentamiento
no solo estaria determinado por las cepas seleccionadas
sino que también por la densidad y disposicion de las
bacterias sobre el substrato de asentamiento. Estudios de
asentamiento de larvas de abalén Haliotis rubra y H.
laevigata detectaron que el asentamiento es respuesta a
biopeliculas especificas de diatomeas, pero este estimulo
depende de la especie y densidad de la microalga
(Daume et al. 1999).

Los resultados indican que es factible el empleo de
bacterias perifiticas en la etapa de asentamiento larval
permitiendo obtener una mayor produccion, economia
en tiempo y costos operacionales, en comparacion con la
metodologia utilizada por la empresa.
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