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RESUMEN: Se estudié la capacidad antibidtica de tres baclerias marinas sobre la supervivencia de lar_vgs
del pectinido Pecten ziczac infectadas con el germen Vibrio anguillarum. Los resultados sugieren la posibi-
lidad de utilizar una de estas bacterias (Flavobacterium sp. P14) y sus sustancias antibacterianas como bio-
control y antibidtico, respectivamente, en la prevencion y control de enfermedades bacterianas en cultivos

larvarios de bivalvos marinos.

ABSTRACT: The antibiotic capacity of thrce marinc bacteria and their antibiotic substances on the larval
survival of the scallop Pecten ziczac infected with the germ Vibrio anguillarum was studied. The results
showed the possibility of using one of these bacteria (Flavobacterium sp. P14) and its antibacterial
substances as a biocontrol and as antibiotic, respectively, in bacterial discases prevention and control in

larval cultures of marine bivalves.

INTRODUCCION

El papel ecolégico que juegan los antibiéticos produ-
cidos por microorganismos marinos ha sido discutido ex-
tensivamente. Estudios recientes han propuesto la posi-
ble utilidad que estos antibidticos pucdan tener cn la pre-
vencion y control de enfermedades en acuicultura (DOPA-
ZO et al., 1988; LODEIROS et al.; 1988a, b). Sin embargo,
hasta la fecha, no se han realizado andlisis "in vive" dc su
efecto en organismos acudticos enfermos a fin de deter-
minar su posible aplicacién en sistemas de cultivo masi-
vO.

En el prescnte trabajo s¢ ha determinado cl efecto de
tres bacterias productoras de sustancias antibacterianas
sobre la supervivencia de larvas de la viera Pecten zic-

zac infectada y no infectada con el germen patdgeno de
bivalvos Vibrio anguillarum EPp3.

MATERIALES Y METODQOS
Baclerias utilizadas:

Para la rcalizacion de los andlisis se escogicron tres cc-

pas marinas productoras de sustancias antibacterianas, en
funcién de sus mayores espectros de inhibicién ante bac-
lerias patdgenas en organismos acudticos, obtenidas por
LODEIROS et al. (1988b). Dichas ccpas fucron indentifica-
das como Alteromonas sp x 24, Pseudomonas sp. P12 y
Flavobacterium sp. P14, Cada una de cstas tres baclerias
fucron scmbradas por extensién en dos placas de agar ma-
rino (MA; Difco) e incubadas a 23-25°C durante 24 di-
as para oblencr un extracto antibidtico segiin las reco-
mendaciones de BAREFFOT y KLAENHAM (1983). Dicho
extracto fue concentrado por liofilizacién y restituido

en 10 ml de buffer de extraccién [TRIS-HC1/pH 7.7 (0.1
MNaC1/0.01 MEDTA)].

Como germen patégeno para inducir la enfermedad ne-
crosis bacilar en las larvas de la vicira Pecten ziczac, se
utilizd la cepa Vibrio anguillarum EPp3, aislada de una
epizoolia cstablecida en el sistema de cultivo de la Esta-
cion HidrobiolGgica de Turpialito ("hatchery™) del Insti-
tuto Occanogrilico de Venczucla (Edo. Sucre), cuya pato-
genicidad ha sido comprobada cn los bivalvos tropicales

Perna perna y Pecten ziczac (FREITES, 1989 en prepara-
cion),

Todas las bacterias utilizadas cn ¢l bioensayo fucron
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cultivadas en agua de mar, envejecida, estéril y enriqueci-
da con caldo marino (MB; Difco) al 25%, incubidndose a
23-25°C/18-24h.

Cultivos larvarios:

Para establecer actividades de cultivo, se obtuvicron
ejemplares adultos del pectinico Pecten ziczac, cxtrai-
dos de sus poblaciones naturales, las cuales s¢ encuen-
tran ubicadas en el Golfo de Cariaco (Edo. Sucre-Vene-
zuela). Con la finalidad de someterlos a condicionamien-
10, los pectinicos se mantuvieron bajo temperaturas de 3-
5°C por encima de la obscervada cn los bancos naturales y
alimentacion continua. Posteriormente ¢l desove sc indu-
Jo mediante choques térmicos y mecanicos segun las reco-
mendaciones de VELEZ et al. (1988).

Determinacion de los efectos en los cultivos larvarios:

Los cultivos liquidos y los extractos de los cultivos
s6lidos, de las bacterias productoras de sustancias anti-
bacterianas, se utilizaron para comprobar sus cfectos an-
tibi6ticos de una forma preventiva ante la enfermedad
larvaria necrosis bacilar (inducida con el germen Vibrio
anguillarum EPp3) en los cultivos larvarios de Pecten
ziczac. De igual mancra, se observé el clecto de dichos
cultivos en larvas no infectadas, Los cfectos anlibiéticos
0 NOCivOs en estos Lratamicntos sobre las larvas, se deler-
minaron indirectamente observando la proporcién de lar-
vas muertas a las 18 h, después de iniciada la experimen-
tacion, la cual consta de los siguicnics cnsayos:

Culuvos larvarios Determinacion de:

1) Sin tratamiento — Laviabilidad dc las larvas.

(Control)

La cfectividad patdgena del
gérmen.

2) Con el patégeno -

Efcclo del antibidtico en las
larvas

3) Con el extracto -
anubidtico

Efectividad del antibiético an-
te ¢l patégeno.

4) Con el extracto -
antibilico y el
patdgeno

5) Con la bacicria -
productora

Efccto de la cepa productora
sobre las larvas.

6) Con la bacteria -
productora y cl
patdgeno

Antagonismo entre la bacle-
ria productora y el patdgeno.
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Los pasos a seguir en este andlisis se representan esque-
méticamente en la Fig. 1.

EXPERIMENTACION

Cada uno dc los ensayos, se realizaron con lotes de
800-1000 larvas de cinco dias de edad, las cuales se man-
tuvicron en 200 ml de agua mar filtrada y bitratada con
luz ultravioleta, contenidas en envases de vidrio previa-
mente desinfectados por cloracion. Dichos contenedores
se colocaron en una bandeja con agua clorada, con la fina-
lidad de crear un ambicnte isotérmico y prevenir algiin ti-
po de contaminacién accidental.

Los cultivos baclerianos y extractos antibidticos con-
centrados y restituidos, en los diferentes tratamientos
fueron suministrados ascpticamente a razén de 0.1 ml,
en los envases de vidrio conteniendo las larvas de Pecten
ziczac.

La experimentacion se realizd, en cada caso, en répli-
cas de 9 lotes de larvas, utilizdndose para establecer com-
paraciones entre cllos la prueba no paramétrica de KRUS
KAI - WALLIS, para lucgo aplicar prucbas aposteriori de
comparaciones multiples, segin las recomendaciones es-
tablecidas por CONOVER (1980).

RESULTADOS Y DISCUSION

LaFig. 2 mucstra la media de la proporcién de mortan-
dad larvaria en los diferentes tratamientos y su relacion
de igualdad y desigualdad significativa (p<0.005), en
ella se deduce que tanto las cepas Pseudomonas sp. P12 y
Alteromonas sp. x 24, y sus extractos antibacterianos
producen efectos novicos en las larvas de Pecten ziczac,
no cumpliendo con el principio de toxicidad selectiva,
formulado para antibiéticos de uso humano a principios
de siglo por Paul Ehrlich, quien sostuvo quc un antibidti-
co eficaz no debe afectar a los tejidos del individuo infec-
tado y ser tOxico para cl agente infectante (AIIARONO-
WITZ & COHEN, 1981). Pudié¢ndose caracterizar, en tal ca-
so, que las sustancias antibacterianas producidas por las
cepas Pseudomonas sp. P12 y Alteromonas sp. x24, son
toxicas ante larvas de Pecten ziczac, sin excluir que am-
bas cepas pudicran poseer una accion invasiva,

Aunquc los procesos generales del metabolismo celu-
lar son similarcs cn organismos procariotas y eucariolas,
en este caso invericbrados, existen sutiles diferencias
que pucden hacer que una sustancia inhibitoria sea letal
para cl agente infectante ¢ inofensivo para el infectado,
lo cual es una propiedad esencial de la accién de un buen
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antibidtico. Tal caso ocurrié con la cepa Favobacterium
P14, donde se determiné que en los tratamientos donde
se encontraba involucrada la cepa y/o extracto antibacte-
riano, no sc producian cfectos nocivos significativos ¢n
las larvas de Pecten ziczac, pudiéndosc, ademds, compro-
bar que en dichos tratamientos se disminuia la accién del
agente patdgeno Vibrio anguillarum EPp3 cn los cull-

vos larvarios de Pecten ziczac. Por otra parte, los resul-
tados demuestran que dicha cepa pudiera ser mds 1til co-
mo biocontrol, puesto que no hay diferencias significati-
vas c¢n cuanto a mortandad larvaria de Pecten ziczac, en-
tre ¢l tratamicnto de la cepa en presencia del agente pato-
geno y el control; sin embargo, si existen diferencias sig-
nificativas entre el tralamiento con extracto antibacte-
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Fig.2.- Media de la proporcién de mortandad larvaria de Pecten ziczac en los diferentes tratamientos. Las lineas horizontales indican la relacién

ligr_liﬁmdya (P<0.005), segin los anflisis estadisticos aplicados. P14, x24 y P12 = ccpas marinas productoras de sustancias
antibacterianas. Ext = Extrato antibi6tico. Epp3 = Germen patégeno.

riano de la misma en presencia del agente patgeno y el  DOPAZO, C. P, M. LEMOS, C. LODEIROS, J. BOLINCHES, J.

control (Fig. 2). Todo ello indica que la cepa Flavobacte- BARJA & E. TORANZO. 1988. Inhibitory acti-
riwm pudiera ser til para el biocontrol y prevencién de vity of antibiotic-producing marine bacte-
enfermedades bacterianas en larvas de bivalvos marinos. ria against pathogens. J. Appl. Bacteriol.
No obstante, el uso de un nuevo antibi6tico o bien de una 65: 97-101.

cepa como biocontrol en sistemas de cultivos de organis-

mos acudticos, debe realizarse después de que estudiosre-  LODEIROS, C., I. CAMPOS & N. MARIN. 1988a. Produccién

petitivos y a gran escala, muestren resultados altamente de antibiticos por la flora asociada a

satisfactorios. monocultivos microalgales de utilidad
en acuicultura. Mem. Soc. Cienc. Nat. La
Salle. (En prensa).
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