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Microbiota de moluscos

Jesus Lopez Romalde
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| cultivo de moluscos bivalvos en Galicia tiene gran impor-

tancia econdmica, ya que es una de las actividades de
produccidon primaria esenciales en la regidn y presenta un
mercado consolidado. Durante mucho tiempo la semilla
necesaria procedia de la captacidn natural, pero en los ulti-
mos afios el cultivo de ostra y almeja se enfrenta a una impor-
tante disminucidn de los bancos naturales, achacable a la
sobreexplotacién y a la entrada de moluscos de importacidn,
tanto en fase larvaria como incluso de ejemplares adultos.
Por otro lado, la produccién de semilla en criaderos no estd
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garantizada debido a mortalidades fulminantes que pueden
acabar con la produccién en pocos dias. Ademas, la intro-
duccién de importaciones, dificiles de controlar, aumenta
el riesgo de entrada de nuevas enfermedades. De hecho, en
las poblaciones en cultivo son también frecuentes los epi-
sodios de mortalidad, afectando principalmente a la almeja
fina, mas susceptible que otras especies de bivalvos.
Aunque se han realizado estudios sobre el estado sani-
tario de las poblaciones de moluscos bivalvos, la mayoria de
estos trabajos se han centrado en enfermedades parasita-
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rias. En el caso de las enfermedades bacterianas, los trabajos
son escasos consistiendo, muchas veces, en la bisqueda
especifica de la enfermedad del anillo marrén mediante la
observacidon macroscépica de los bivalvos. Cabe destacar la
ausencia de estudios sobre la presencia de otras bacterias
potencialmente patdgenas en las poblaciones de bivalvos,
en cultivo o naturales, en las diferentes zonas productoras
de nuestro pais, a excepcion de unos estudios preliminares
llevados a cabo en Andalucia en cultivos de almeja fina por
el grupo del Dr. Borrego y la Dra. Castro.

En la naturaleza no existen moluscos libres de bacterias,
pero la distincion entre especies o cepas no patégenasy las
verdaderamente patdgenas no suele ser fdcil, asi como no
lo es el andlisis de los factores determinantes de la capacidad
de virulencia de una especie o cepa determinada. En algunos
casos hay evidencias de que pueda ser mas un aspecto cuan-
titativo, ya que concentraciones altas de una cepa pueden
provocar la muerte de los moluscos, mientras que concen-
traciones bajas son toleradas sin producir la muerte ni sin-
tomas de enfermedad. El estrés parece ser otro factor impor-
tante en el control de la susceptibilidad de bivalvos a
infecciones bacterianas.

El equipo de la Universidad de Santiago comenzd sus tra-
bajos de patologia de moluscos en la década de los 80, con
el andlisis de vibrios patédgenos para ostra. A partir de los
afios 90 comienza su colaboracién con el equipo de la Uni-
versidad de Malaga para el andlisis genético de V. tapetis,
agente causal de la enfermedad del anillo marrén en la alme-
ja. Durante los ultimos afos, con el apoyo de diferentes
cofradias gallegas, y gracias a la obtencidn de diferentes pro-
yectos del Plan Nacional, nos hemos centrado en el estudio
de la microbiota de bivalvos, tanto de bancos naturales como
en cultivo, incluyendo fases larvarias, juveniles y adultas.
Para ello hemos aplicado aproximaciones polifasicas que
correlacionen fenotipo y genotipo de patégenos potenciales,
asi como la evaluacidn de factores de virulencia. Estos estu-
dios nos estdn permitiendo conocer el estado sanitario
actual, desde el punto de vista bacterioldgico, de estas pobla-
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ciones, lo que redundard en el desarrollo de métodos de
deteccién de los principales patégenos y el establecimiento
de medidas preventivas de mortalidad. En este sentido, esta-
mos estudiando de forma paralela la capacidad probidtica
de bacterias asociadas a dichos cultivos.

Durante varios afios se han realizado muestreos men-
suales de almejas procedentes de cuatro cofradias gallegas,
caracterizandose los principales grupos bacterianos detec-
tados. Los muestreos han dado lugar a una coleccién de mas
de 3.000 cepas bacterianas. En la caracterizacién de las cepas
fermentativas se observé una gran prevalencia de diferentes
especies del género Vibrio. Asi, del total de cepas fermen-
tativas, el 77,67 % pertenecian al género Vibrio, el 17,35 % al
género Aeromonas y el 4,98 % fueron aislados fermentativos
aun no identificados. La caracterizacidn polifasica, incluyen-
do métodos fenotipicos, genético-moleculares (AFLP,
secuenciacién, hibridacién DNA-DNA) y quimiotaxondmicos
mostrd una gran diversidad entre los aislados estudiados.
La mayoria de las cepas se identificaron como pertenecientes
a especies conocidas dentro de la familia Vibrionaceae, como
V. alginolyticus, V. cyclitrophicus, V. diabolicus, V. kanaloae,
V. pacinii, V. splendidus, V. tapetis y Aliivibrio (Vibrio) fischeri.
Vibrio splendidus formd un grupo muy heterogéneo, agru-
pandose algunos de nuestros aislados en varios clusters dife-
renciados que constituyeron nuevas especies. Asi, hemos
descrito cinco nuevas especies dentro del género Vibrio: V.
breoganii, V. gallaecicus, V. artabrorum, V. atlanticus y V. cel-
ticus, esta ultima con potencial patogénico para almeja, y
una nueva especie dentro del género Aliivibrio: A. finiste-
rrensis, algunas de ellas en colaboracién con el equipo del
Dr. De Vos de la BCCM/LMG. Por otro lado, hemos descrito
V. ostreicida como agente responsable de mortalidad en lar-
vas de ostra en criadero.

Conrespecto a los aislados con metabolismo respiratorio,
la identificacidn de los grupos obtenidos en una caracteri-
zacion preliminar en base a pruebas fenotipicas fue bastante
complicada debido a la carencia en la literatura de claves
apropiadas, hecho posiblemente relacionado con la elevada
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diversidad de estas bacterias, incluso dentro de un mismo
género o especie. Se sometid alos aislados de los distintos
grupos a experimentos de secuenciacion del gen del RNA
ribosémico 16S, con el fin de determinar correctamente la
adscripcion de los mismos a especies bacterianas concretas.
Los resultados obtenidos, indican que los géneros predomi-
nantes son Pseudoalteromonads (55 %) y Alteromonas (15 %).
De los aislados asignados al género Pseudoalteromonas sélo
un 36 % pudieron ser asignados a una especie concreta, como
P. haloplanktis, P. espejiana, P. issachenkonii o P. citrea, que-
dando el resto de aislados identificados como Pseudoalte-
romonas sp. En el caso del género Alteromonas, ninguna de
las secuencias obtenidas se relaciond con especies ya cono-
cidas del género.

Otros géneros detectados en menor proporcion son
Tenacibaculum (T. mesophilum, Tenacibaculum sp.), Psychro-
bacter (Ps. aquimaris, Ps. nivimaris), Shewanella (S. colwellia-
na, S. fidelia, S. halifaxensis), Polaribacter, Luteimonas, Koprii-
monas, Lacitrinux, Marinomonas, o Cobetia. Asimismo se han
detectado algunos aislados pertenecientes a géneros de
bacterias Gram positivas como Arthrobacter o Nesterenkonia.

La falta de correlacién entre los grupos bioquimicos y los
resultados de secuenciacién, nos indicé la existencia de un
numero importante de posibles especies nuevas en estos
géneros bacterianos. Debido a la imposibilidad de caracte-
rizar en profundidad por métodos moleculares la coleccién
completa de aislados, se hizo una seleccién de los mismos
para el estudio de factores de virulencia que fue realizado
en colaboracién con el grupo de los Drs. Borrego y Castro
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de la Universidad de Malaga. Ademas, llevamos a cabo con
las cepas seleccionadas diferentes ensayos de inoculaciones
experimentales en larvas de almeja. En estos experimentos
se demostrd el potencial patogénico de 6 aislados, uno per-
teneciente a la especie Tendacibaculum mesophilum (descrita
hasta ahora como especie ambiental), un aislado relacionado
alas especies Pseudoalteromonas citrea/aurantia, otro como
cercano a la especie Alteromonas genovensis y tres identifi-
cados sdlo a nivel de género como Pseudalteromonas spp.,
que constituirdn nuevas especies dentro del género en fun-
cién de los resultados obtenidos.

Ademas, dentro de las especies oxidativas caracterizadas
hemos detectado algunas con con potencial probidtico
(algunas especies de Pseudoalteromonas), cuya caracteriza-
cion polifasica se esta abordando en la actualidad, gracias a
la obtencién de financiacién para dos nuevos proyectos, uno
del Plan Nacional (AGL2010-18438) y uno dentro del 7° Pro-
grama Marco europeo (REPROSEED).
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