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CULTURES OF BIVALVE MOLLUSKS 
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RESUMEN 

Los microorganismos han sido siempre obje to de estudios como productores de sustan cias 
antibacterianas ; sin embargo, también son consideradas productores de sustancias antifúngi cas , 
antivirales, antiparasitarias, citotóxicas e inhibitorias de otras formas de crecimiento celular. 

Este trabajo describe el aislamien to, el potencial inhibitorio y la caracterización fenotipica de cepas 
bacterianas nativas asociadas a los moluscos bívalvos Argopecten purpura tus "concha de abanico" y 
Cra ssostrea gigas "ostra" en sistemas de cultivo. 

De un total de 345 cepas de bacterias colectadas se recuperaron 20 cepas marinas con capacidad 
inhibitoria de amplio espectro de bacterias patógenas de peces , moluscos y crustaceos ; y los más 
sensibles fueron los patógenos Aeromonas sobria P-281 , Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Vibrio 
vulnificus ATCC 27562 y Vibrio parahaemolyticus ATCC 17803. La caracterización fenot ípica de las 
cepas con ca pacidad inhibítoría permitió iden tificar los siguientes géneros: Vibrio (40%), Aeromonas 
(15%) , Flavobacterium (10%), Pseudomonas (5%), Moraxel/a (5%), Flexibacfer (5%). No fueron iden 
ti ficadas 20%. 

Los resul tados sugieren que las bacterias aisladas podrian ser aprovechadas como agentes 
probióticos en el control biológico de patógenos de organismos marinos de Interés en maricultura. 

Palabras clave: Bacterias marinas, antibiosis, probióticos, maricultura, Argopecten purpuratus, 
Crassosfrea gigas 

ABSTRACT 

Microorganisms have cornmonly been studied as producers of an tibacteria l substances ; yet they 
are also considered producers of antifungic, antiviral, antiparasitic, citotoxics and inhibitory of other 
forms of cel lular growth substances . 

This paper describes the isolalion , inhibitory poten tial and phenolipic characterization of nalive 
bacterial strains associated to bivalve mollusks such as Argopecten purpuratus "concha de abanico" 
and Crassostrea gigas "ostra" in cu ltivalion systems. 

From 345 marine strains cO llected , 20 strains were recovered that had the ability of inhibiting a wide 
spectrum of fish , mollusks and shellfish pathogenic bacteri a; being the mos! sensitive pathogens 
Aeromonas sobria P-281, Aeromonas hydrophila ATCC 7966 , Vibrio vulnificus ATCe 27562 and Vibrio 
parahaemolyticus ATee 17803 The phenotipic characterization of this strains with inhibitory capacity 
allowed the identification of the follm.... ing genera : Vibrio (40%), Aeromonas (15%), Flavobacterium 
(10%) , Pseudomonas (5%) , Moraxella (5%), Flexibacter (5%) . A 20% could no! be identified . 

The results suggest that the isolated bacteria could be used as probiotics agents for ¡he biological 
control of pathogens from marine organisms of interes! in mariculture . 

Key words : marine bacteria , antibiosis, probiolics, Argopecten purpura tus, Crassostrea gigas . 
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INTRODUCCiÓN 

Los 111 i margan i mos marinos, as í como 
algunos invertebrados han s ido considerados 
virt ua les productores de metabolitos 
bio lógicamente activos . Numerosos trabajos 
han revelado la existencia de cepas de bacte
ri as mnri nas que producen diversos mctabolitos 
sCLundarios , entre ellas las su tanc ias 
antibar.:lenanas (Gauthier y Flatau, 1976; 
DopaLo ct al., 1988; Lcmos el al., 1985b; 
Mnrty y Maliin, 1992) . 

En ambiente marinos la búsqueda de bac
terias nativas con capac idad inhi bitoria se ha 
rea Iizado a partir de diversas muestras (agua, 
sedimen tos, plancton, vertebrados e inve rte
brado ) (Toranza c-t al., 1982; Lemos et al., 
1985b; Nair y Simidu, 1987; Dopazo et a l. , 
1988). La' supel-ficíes y es pac ios internos de 
organismos ma rinos son consi derados 
microhábitats do nde se encuentran regular
mente los microorganismos, que son consi
derados objeto de estudio para el a islamien to 
de di ver. as bacteria con potencia l biológico 
(Bonar et al. . (986). 

Los cultivo oe bivalvos marinos, tales como 
Argopeclen purp llra!l/,," "concha de aban i
ca" y Crnssostrea gigas "ost.ras", se ven obs
tacu lizados por la elevada mortalidad larval que 
se atribuye a la presencia de bacterias 
patógenas marinas COI11 Vibrío allguillarulI1 
y Vibrio a lg inoZrticus (Navarro et al. 199 1; 
Riquelme et al., 1995). Por otro lado. los 
ant ibió ti cos son lIsados por los acuicullorcs 
COIll una forma de prevenir el e tablecimien
to de bacterias patógenas y en 1tratamient 
de especies afectadas (.Ieant llon et al., 1988; 
Karunasagar et al., 1994). Sin embarg ,el u o 
de estos antibiótico tiene también aplicabilidad 
limitada en e ta actividad, debido a que los 
patógenos marinos al igual que otras bacte
ria desarrolla n la capacidad de resistencia a 
d ichos antibióticos (Riquelme el al., (996) 
como consecuencia de la lransferencia rápida 
de resistenc ia mediada por p lásmidos 
(Westerdahl et al., (99 1). Un método alterna
tivo para controlar los d iferenles problemas 
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microbiológicos que se presentan en los siste
mas de cu ltivos, podría ser la adición de cu lt i
vos puros de bacteria · nat ivas productoras de 
sustanc ias inh ibitarias de backrias patógenas 
marina (Rique lme et al., 1996: Dou ill cl y 

Langdon, J99-1; León, 19(6). 

El presente trabajo. des r¡be e l ni la
miento, el potencia! inhibitorio y caracteri
zac ión fenot íp ica de la flora Il él t iva 
bacteriana aso iada a cultivos de 
Argopeclell p urpuratus ·'co ncha oe [Iba
n ICO" Crossosfreu gigas ··osl ra·' . 

MATERIALES Y MElaDOS 

Lugar de muestreo y recolección de 
muestras 

Pilra el aislamiento y estudio de b< et rias 
marinas con capacidad ¡nhibitoria e colecta
ron 70 muestras de Argopec/en purpllra/us 
·'concha de abanico" y ) 5 de Crassoslrea gigas 
"ostra' cultivadas en las zonas denom inadas 
El C rbón (1 2°27'06"S y 76°4 7' OT'W ) y La 
Tiza ( 12°26 ·OO·'S y 76°46: 30"W) cn Pucusana 
y la Is la San Lore nzo ( 12 °05 '3 0" , Y 
77° jj· 28"W) en el Ca llao. Las l11uestras fue
ron recolectadas en forma aséptica y conser
vadas en hielo hasta su procesamiento en el 
laboratorio. 

Procesamiento de las muestras y aisla· 
miento de bacterias marinas 

Las llluestras se procesaron mediante la 
técnica descrita por León ( 1996). e realizó la 
disección respectiva de los bivalvo bajo ccn
dicione e lériles y SL: prepararon diluciones al 
décimo a partir de un primer homogen izado 
de tej ido blando (25 g de lcj ido en 225 mi de 
agua dc mar filtrada y e terilizada). Para el 
ais lamiento de bacterias marinas las muestras 
diluidas se Ilomogenizaron en un "vortex 
mixer", y se diseminaron alícuotas (0, I mi ) de 
cada dilución sobre la superficie de placas con 
Agar Marino Modificado (MA) (gi l: Bacto
peptona 5,0; Extracto de levadura 2.0: Bacto
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Figura 1. Inhibición de Vibrio vulnificus ATCC 27562 por las cepas OS 16 Y 0 8. 26, (halos de 
inhibición de 25 y 30 mm de diámetro respectivamente) y la cepa 08.13 (Ilalo de inhibición 
de 14 mm de diámetro) 

agar 15,0; agua de mar añeja 750 mi yagua 
destil ada 25 0 mJ. pH final : 7,6). Las placas 
fueron sembradas por duplicado e incubadas 
a 20 oC du rante 6 días. 

Selección y conservación de bacterias 
inhibitorias 

Para la se l cción de bacterias marinas pro
ductoras de sustanci<. inh ibitorias se aplicó el 
método de "doble capa" según Dopazo et al. 
(1 988 ) uti liza ndo com o cepa control a 
Staphy lococcus CllIreus AT e 6633 . Las co
lon ias de ba teria. marina. que presentaron 
halo de inhi bición frente a la cepa control fue
ron considerada in hibitorias y conservadas en 
el medio MA sem isólido para cultivos de ruti
na en estudi s posteriores. 

Pruebas de antibiosis frente a bacterias 
patógenas de peces y moluscos 

Para las pruebas de antibiosis frente a bac
terias patógenas de peces)' moluscos se utili
zaron 9 cepas patógenas de colección (clona

das por la University of Mary lan d 
Biotechnology Institute, USA, y Univers idad 
de Santiago de Compostela, E paña) (Tabla 
1). El espectro de antibiosis de la cepas ma
rinas aisladas fue cva [liado por el método mo
dificado de Westerdah l el al. (1991 ). Según 
esle método la cepa en estudio se cultiva· 
ron para formar macrocolonias en el medio 
MA yfueron incubadas a 20 °e duran te 5 días. 
Después de la incubación las placas con los 
cllllivos fueron sometido a vapores de cloro
formo por 45 minutos e inmediatamen te se 
agregó una segunda capa de agar semisól ido 
previamente inoculado COIl la bact r ia 
patógena en prueba. Los cu lt ivos fueron incu
bados a JO oC durante 24-30 horas. La pre
sencia de un halo de inhibición defin ido alre
dedor d~ las mélcroeolon ias fue considerada 
actividad antibacteriana . 

Caracterización fenotípica de bacterias 
inhibitorias 

Las cepas inhibito ri as de bacteri as 
patógenas Je peces y mo luscos prev iamente 
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Figura 2. Actividad inhibitona de las cepas OS.16, OS.26 y OS 13 sobre Aeromonas sobria P
281 . Obsérvese las diferencias en la capacidad inh ibitoria de las cepas nativas frente al 
patógeno (halos de inhibición de 31, 36 Y 11 mm de diámetro respectivamente ). 

seleccionadas fueron sometidas a caracteri
zac ión fenotípica . Estas epas fueron eval ua
das mediante pruebas morfo lógicas fisiológ i
cas y bioq uímicas siguiendo los proced imien
tos descritos por Ba Ll l11ann el a l. ( 1(72).011 ve r 
(1982), Orti gosa el al . ( 1994). Jensl::l1 y Fenil:a l 
(1995). La caracleri l.ación fenotípica se rea li 
zó mediante las siguientes prueba · convencio
nales: morfología ce lu lar, motil idad, carácter 
Gram, fo rmac ión de pigmentos, luminiscencia, 
citocromo-o xidasa. ata lasa, metabo lismo oxi
do-fermentativo (OP), reduc ión de nitrato, 
act i idad es cll z imáticas e \:lr acelularcs 
(hidról isi de gelat ina, case ína, alm ill ' n, DNA, 
celul osa, twec l1 80 . queratina y lecitina), 
req ui rimiento de agua de mar para el creci
mien to y otras pruebas complementarias. El 
med io base para loda las pruebas fue Caldo 
Marino (MB ) o Agar Marino (MA). La tem
peratura di: illl: ubacióll fue de 2J oC y la lec
tura fi na l se real izó él los 4-5 días, except para 
la producción de enzi lll a ext racclulares, caso 
en que el ti empo el e incubación se prolongó 
hasta 10 días . 
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Identificación de bacterias inhibitorias 

Par a la iel e n ( i fi c a ci ó n el e bac ter i a s 
inhi bitorias a nive l de género se emp learo n 
los esq ucmas taxonómicos para bacte rias ma
rinas de Oliver (1 982 ). Sawabe el al. (1995) 
Y Jcnscn y Fe nical ( 1995 ) Ad ici on al mente 
se util izó el sistema cl e ident ificación API 
20NE ( istema el Identificac ión de Bacte
r i a~ Gram Ncgali a N nterobacteri as) 
para 5 cepas de bacterias a is ladas que fue
ron selecc ionadas por su mayor espectro de 
actividad inh ibi loria de las bact rias patógena' 
en prueba. 

RESULTADOS 

Aislamiento y selección de bacterias 
inhibitorias 

De un tota l de 85 bival os procesados se 
looraron )btcller in ic ia lmente 345 ais la dos de

'" bacterias mar inas. de la::; cua les 83 ( 100%) 
mostraron capacidad in hibitor ia de la cepa 
conlrol Slaf' /¡y l ucoc clIs O/lJ'c us ATe 



[)ackr ias nlarinas con capacidad ct ll tll nic robianí.1 

Tabla 1. Cepas patógenas de peces y moluscos uti lizadas en las pruebas de antagonismo . 

EPAS AlSLAMIENTO PROCEDENCIA 

VI/mo fll1glll 11a runr NCMB 2133 !.-) D sconocido Noruega 
V zbrio 1lI1gllillamm AT C 19264 (.,) Bacalao Dinamarca 
Vib rio splendidus AT e 33 125 Ih) Salmónido US 
Vihlio ¡'ulm fi cus AT e 27562 Ih) Salmónido US 
Vib rio pamlltlemolyticu A TCC 17803 (h) Desconocido USA 
Aaoll /lm l15 sobn"a P - 281 (.,) Trucha" arco iris" Es paña 
A erOlllollas hydrophlla AT 7966 (,) Trucha" arco iris" España 
Pseudonronils ile ruginostl A.TCC 15442 Ih) Desconocido USA 
Yersillia ruckcri PP  31 Ih) Trucha "arco iris " España 

Stllphylococcus aureus AT e 633 * Ch ile 

¡" Cepas don<luas por la Ora. Alicia E. Toranzo, Facultad de Cienc ias Biológ icas, Departa mento de Microbiología 
- Umversi tla d di ' Sanl Ü\go de Compostela, España. 
1") Cepas donadas por la Ora. Rita Colwell, University of Maryland Biot~ch!1o l og • Inst itute, USA 

• Ct'pd utilizada como tcs l-igo en 105 ensayos de antagonismo. 

663 3: y de ellas 45 (54%) cepas fueron ais
ladas de Crussoslre a gig as "ostras" y 38 
(46% ) de Argoppcl en purpura/LIs "conc ha 
de abanico" . 

Antibiosis frente a bacterias patógenas de 
peces y moluscos 

De la tata Iidad de cepas i!lh ibi torias a is la
das ini cia lmente, 20 fue ron seleccionadas por 
mostrar amp l ia acti vidad de antibi osi s frente 
a las cepas de col ección de bacteri as 
patógenas de peces y moluscos (halos de in
hibición promedio de 20 mm de diámetro). 
Del grupo de las cepa se l ccionadas, 14 fue
ron ais ladas de Argopecten purpuratus 
"c Il cha de aba nico" (cepas CA ) y 6 de 
Crassos/rea g igas" stras" (cepas OS ). Los 
resultados de la ac tivi d d illhibitoria d las 
20 cepas se bservan en la tabla 2. Entre las 
cepas de mayo r activ id ad inhibitori a estuvie
ron las indicadas por las iglas OS.26, OS.1 6, 
OS . 13, CA . 19 y CA.2 1; siendo las cepas 
O ' .1 6. O .26 Y OS. 13 las que mostraron 
actividad de ampl io espectro sobre la totali 
dad de los patógenos ensayad os. 

Asimismo. los patógenos más se nsibl s a 
la adiv iJ ad inhi bi toria de las cepas marinas 

fue ro n A CI'O/JI Oll as so hria P-28 l . Vibrio 
vulniji clIs ATCC 27 562, V 
parahael/lOl Jf i c us ATCC 17803 y A. 

hydrophila ATCC 7966, segu idas por otros 
patógcno - miembros de l gé nero Vibrio. 
Pseudo/l1ollos L/erugill osa ATCC 15442 y 
Yers inia ruckeri PP·3! considerados co mo 
patógenos de origen no necesariamente mari 
nos mostra ron menor sensib i Iiúad . 

Cabe resa ltar la <lctividad in hibitoria mos
trada por la cepas OS.26 _ ·. 16, las que 
ad cmá el su t ta l antibi os is 'obre los 
patógenos ensayados, presentaron halos de 
inhi bic ión de hasta 35 mm de diámetro . E. ta 
fuerte ac tividad mostrada fren te a Vibrio 
vulll ificus AT e 27562 y Ael'OlIlonas soh,.¡a 
P-28 1 se observa en las figuras 1 y 2. La cepa 
OS .1 3 también mostró act ividad antagón ica 
sobre la tota lidad de I patógeno ; in embar
go ,la magnitud de su inhibición fue menQr en 
comparación con otras cepas . 

Caracterización fenotípica de bacterias 
inhibitorias 

Las hacter ia inh ibitorias estudiadas 1110S' 

traron características morro lógicas y fisi oló
gicas típicas de bacterias marinas (Tab la 3). 
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TAB LA 2: Cepas de bacterias marinas aisladas de Argopecten purpuratus (CA) y Crassostrea gigas (OS) y sus actividades inhibitorias frente s.. 
a cepa s patógenas Activ idad determinada por el diámetro de los halos de inhibición + 3 - 7 mm; ++ >7 - 20 mm; +++ : >20 mm y - no 
inhib ic ión 

Cepas 

marinas V. angui/larllm V. artguillarum V. splendidus V. vulrtificus V. parahaemolylir:us A. Irydropllrla P. aeruginosa 


NCMB2133 ATCC 19264 ATCC33125 ATCC 27562 ATCC17803 ATCC 7966 ATCC 15442 

05.11 ++ ++ 

CA.29 + + + 

CA.6 + ++ + 

CA.31 + + 
05.13 + + + ++ ++ ++ ++ + + + 

CA.35 + + +++ 
CA.5 + + 

05.26 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CA.8 + + + ++ + ++ + 
05.49 + +++ 

CA.28 + + + ++ ++ 
CA.2! ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
05.27 + + + 
CA25 + + + 
CA.12 + + + ++ 
05.16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ 
CA.7 ++ + 
CA.'Jb ++ + 
CA.19 ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ 
CA.34 + + ++ 

(*): Cepa control 



Tabla 3. Características fenotípicas de 20 cepas de bacterias marinas inhibitorias de patógenos, aisladas de Argopecten purpuratus (CA) y 
Crassostrea gigas (OS). 

Cepas marinas inhíbitorias 
Pruebas 

OS.11 CA.29 CA.6 CA.31 OS.13 CA.35 CA.5 OS.26 CA.8 OS.49 CA.28 CA.21 05.27 CA.25 CA.U OS.16 CA.7a CA.7b CA.19 CA.34 
Gram 

Oxidasa + + + + + (+) + + + (+) + + + + (+) + + + + + 
Catalasa (+) + + + + + + + + + + + + (+) + 

Pigmento + + + 
Motilidad (+) + + + + + + + + + + + (+) (+) + + 
Prod. HiS + + + 

Indol + (+) + + + 
Luminisc. 
OF (Gluc) F NC F F F F NC NC NC F (K) F F NC F NC NC (F) o F 

Hidro!. Gel. + + + + + + + + + + + + (+) + + + (+) (+) + 
Caseína + + (+) + + + + + + + + + + + (+) 

Almidón (+) + + + + + + + + + + 
DNA + + + + + + + + NG + + + + + (+) + (+) + 

Fosfolíp. + + + + + + + + + + + + + + + + (+) + + 
Tween.80 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Lecitina + + + + + + + + + + + + + + + + 
Quitina + + + + + NG NG NG NG + + 

Celulosa c;:J 

Urea O> 

" 
ClNa 0% (+) + ~ 

~. 

3% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3 
5% + + + + + + + + + + + + + + + + ~ . 
7% + + + + + + + + + (+) => 

'",,, 
10% 
12% 

+ + 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ + + (+) "g 
" " Crec. 8°C 

28°C 
+ 
+ 

+ 

+ + 
+ 
+ 

+ 
+ + 

+ 

+ + 
+ 

+ + 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ + + 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ + 

" '" " a: 
O> 

37°C + + + + o

'" 42°C 
Crec. TCBS + 

(+) + 
+ 

+ 
+ 

+ + + 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ + '"3 
(S -

Req. ¡·h O de 
mar. 

si si si si si si si si si no si si si si no si si si no sí o 
CT 
;;" 
=> 
" 

~ +, pos itivo; -, negativo; ( ), reacción débil ; F, metabolismo feímentativo; O, metabolismo oxidativo; K, reacción alcalina ; NG , no crece; Ne, no cambio . 
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Tabla 4. Géneros identificados de bacterias marinas con actividad inhibitoria aisladas de A. 
purpura tus y e gigas en cultivo. 

GENERO CEPAS N.o de CEPAS (%) 
Vibrio CA6, CA31, OS:: 3, CA35, 8 40 

05.49, CA21, CA12 y CA34. 
Aeromonas OS.l1, CA .28 y OS.27 3 15 

Flavobacterium 05.16 y 05.26. 2 10 
Pseudomonl7s CA19 1 5 

Moraxella CA25 1 5 
Flexibact ' r A .8 1 5 

N o identilicados CA29, CA.S, CA7a y CA7b 4 20 
TOTAL 20 100 

La mayor ía de las cepas pr sentaro n la forma 
tí pica de b~c i! s c n os y excepci nalmente 
en fi lamentos finos, toelas Gram negativas con 
unlllarcado ~Ieomorfislllo. As im ismo, e175% 
de las cepas prese nta ron movilidad por 
flage los. En cuanto al comportamiento cultu
ra l en med io sól ido la mayoría presentaron ca
racterí lica similares, ta les como colonias cir
culares y pequeñas (2 a 4 mm de diámetro), 
su p rfie ie li sa, convexas, br illosa , borde en
tero y de consisLencia cremosa. Las cepas 

S.26 y OS. 16 presentaron caracter ísticas de 
cu lt ivo im ilares, y ambas fu eron colonias li
geramente elevadas, borde entero superficie 
lisa, consi tencia cremosa y pigmentación de 
coJ or amari llo limón difusib le en e l medio. En 
cul tivos prolongados las cepas OS.26 y O .16 
tornaro n a un color amari llo ocre y la cepa 
CA . 19 a vc rJ e flu orescente. En el Ca ldo 
Marino, la mayoría de las cepas presentaron 
turb ied d homogénea con desarro ll o lento, 
sed imento moderado y escasa ~ rmación de 
pc lícu la en superfic ie. odas las cepas fueron 
po it i as a la reacci' n el la oxidasa. Ninguna 
mostró luminiscenc ia. 

En cuanto a l metabol ismo OF de la gluco
sa el com poriam iento fue ariable; sin embar
go, sólo la cepa /\. 19 mostró metabolismo 
oxiJativo . inguna de las c pa. prod ujo gas a 
partir de (J Iu osa. 

Con relación a la producci ón de enzimas 
cxtracc l u lares, la ma yoría d cepas mostraron 
ser produc tores de a lgunas de estas enzimas 
ta les como gc lati nasa, twee n esterasa, 
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fosfolipasa, ONAsa, lecitin asa, caseinasa, 
amilasa y quitinasa. N in gu na cepa fue positi
va en la producción de ureasa y celulasa. En 
la prueba de requerimiento de agua de mar, la 
mayoría de las cepas requ irieron de agua de 
mar para crecer, a e: cepción de las cepas 
OS .49, CA.12 y CA.19. 

Identificación de las cepas inhibitorias 

Las 20 cepas inhi bi to rias se leccionadas y 
caracterizadas fenotípicamente fueron identi
ficadas como miembros de los géneros Vibrio 
(40%), Aeromonas (15%), Flavobacterium 
(10%), Pseudomonas (5%), Moraxella (5%) 
y Flexibacter (5%). Cuatro cep no fueron 
identificadas (20%) (Tabla 4). 

Los resultados con el si stema de identifi
cación API 20NE fu eron sim ila re a lo obte
nidos mediante pr'uebas bioquímicas conven 
cionales. 

DISCUSiÓN 
Trabaj os orientados a la búsqueda de bac

terias na tivas con capacidad inhibi toria des
criben a dichas cepas corno epi biont s, epífita 
o parte de la micro nora nati a del tracto di
gestivo del hosp el ro (Lemos et al., 1985 b; 
Bonar et al., 1986). En consecuencia, nues
tros resultados rati fic an que in vertebrados ma
r inos como Argopecfen purp ura/ l/s y 
Crassostrea gigas son tamb ién hospederos 
de una variada nora microbiana y entre ellas 



aque llas que tienen actividad antibacteriana. 
Se afi rma que en la interacción invertebrados
bact r ia s el rol que d e se mpei'ían los 
mic roorganismos está re lac ionado con activi
dade ' como simbiosis, sinergismo, antagonis
mo u otra modalidad de interacc ión (Bonar et 
a l. 1986' Nair y Simidu, 1987). En el caso par
ti cula r de l presente trabajo, la capacidad 
inh i bitoria de ampl io espect¡'o mostrada por las 
cepas cva luaci as podr ía scrvir como base para 
e ludi os postcri res de la interacción antago
n iSla de las bacterias fren te a posibles 
patóocnos en el hospedero. 

La metodología aplicada util izando como 
cepa te ti go a Sluphylococcl/S aureus ATCC 
6633 fue clave en el a is lamiento y selección 
inicial de un nLrmero considerab le de cepas 
inhibitorias (83). Eluso de esta bacteria (Gram 
positiva) como indicadora de antagonismo per
mitió recuperar mayor número de cepas mari
nas grac ias a la alta sensi bi lid ad inhibitoria 
mostrada en comparación con las bacterias 
Gram negativas (resultado no descrito) . En este 
sentido, nuestros resul tados so n coi ncidentes 
con los trabajos de Lemos et a l. (1985): Nair 
y Si midu (1987) Y Barja et al. (19 89) quienes 
a su vez util izaron también bacterias Gram po
s itivas como Bac illus subtilis, 
Stuphy!ucoccus p. y Slrep /ucoccus. 

El antagonismo ensayado entre cepas de 
bacterias marinas y eepas re fere nciales de 
patógen s marinos Gra m negati vos han sido 
co n -iderados de in terés en acuicultura por 
Dopazo et al. (1 88), Lemos et al. (1985), 
Westerdah 1 et al. (/991) y Ri que lme el al. 
( 1996,1997). Resu ltados similares son obte
nid os en las pruebas de antibios is en tre bacte
ri as se lecc ionadas en el presente trabaj o y la 
c lección de patógenos de peces y moluscos. 
En e ns ellenc ia. la obse rvación de una mar
c ad erc cti v id ad inhíbitori a sobre 
lct iopatógenos es e idcntement signi fica tivo 
tralá n lOse además de cepas nativas aisladas 
oe posibles hospederos de patógenos como es 
cn es te ca so Arg upeclen purpuratu.s y 
Crassos/rea gigas . 

1 3,lC leri~s lll ~ fln aS con capacidad ant illllcroblalla 

Por o tro lado los patógenos marinos 
Aerornol1us sobrio P- 2 81, Vibrio 
ang ui/!arulIl AT 'C 19264 y V cmgui/!orlllll 

CMB 2 13 3 evidenc iaro nlllayllr 'cl1:i ihilidad 
en comparació n con lo s p:1tógc no s 
Pseudomonas aeru¡;inosa Te 15442 y 
Yersinia T'l/ckeri PP-3 1. Datos s imilares fue
ron ob t ~ ni d o' tam bié n por Lemas el al. 
(1985b), élir y Simidll . (1987) YFabregas et 
al.(1991) 

Trabajos previos (Ga uthi cr (1976), Rarja 
et a l. (1989) y Lemos et a l. (1 Si85 ) s ñalan 
que bajo condiciones de ubcll lti vos prolonga
dos muchas cepas am biental es pierden su ca
paci dad antagó nica en fo rma grad ua l. llegan
do inclusive a una pérdida tolal de act ividad , 
En nu estro caso, si bicn es cierto que se notó 
un a li gera di smi nución de esta ac tividad en 
algunas ce pas, la gran mayoría conse rvó el 
potencial inhibitorio en cu lt ivos mantenidos 
has ta por 90 días (no desc rito en el pr sente 
trabajo). Esta particul aridad es im portante to
mar en cuenta para casos de ti lla posible apl i
cac ión práct ica . Un aspec to particular de mu
chas bacterias ambientales es e l comportamien
to frecuen temente variabl e fren te a la tinción 
Gram ("Grall1 variable") . En lluest ro caso, la 
mayoría de las cepas inhib itorias se observa
ron como Gram n ga tivas du ran te la fase 
logarí tmica pero com, "Gram pos itivas" en 

cu lti vos tardíos. Es ta cal" clerísti ca pa ra bac
terias marinas es citacla también por Gauthier 
( 1975) e lmacl a et a l. (1 985 ). 

A pesar de que la pigmentación de cepas 
no fue un criter io de se lecc ión en I presente 
trabajo, las cepas OS . 16. OS .26 y CA. 13 fue
ron pigmentadas y presentaron fue rt a ' livi 
dad in hib ito ria con todos los patógenos ensa
ya dos. A uto res como Ga uth i r ( 19 75 ), 

authier y Flatau (1 976). Lemos et a l. (1 985), 
Dopazo el al. ( 1988), en tre otros, se lecciona
ron sus cepas CO I1 . iderando la pigmentación. 
obteniendo en la mayo ría de los casos cepas 
fu ertemente i nh i bito ria . 1\ part ir de esto' re
sultados podríamos suponer que ciertas ba 
teri as mari na pi gmt:l1lada represen ta rían 
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I'dlill1 e lal. 

c\.! pas C l)(1 mayores potenc ial idades de prod LI

cir susta ncias inilibitoria s de bacterias 
patúgenas de organ ismos marinos. 

El gt:' ne lO p r~do ll1 inante de las cepas 
i nl1 i bitorias fue Vibrio (40%). Es te resultado 
no hac más que corroborar la microflora na
tiva que predol11ina en medi os aClláti-:os aso
ci ado~ a organ i 'mos marinos. Sobre la base 
de estud ios rea li zados p r otros alltores, Jos 
vi brios on comú nmente la fuente de susta n

i a ~ ¡!l h ibitorias y por tanto anta gonista él otra . 
espec ies bacteri anas del mismo hábitat sean 
O no pa tógenos de peces y rnoluscos (Buck y 
Meyers. 1965. Doggett, 1968. 0l s50n et al. 
1992, León 1996, Ri que lllle et al. 1995, 1997). 
Cepa inhibitorias identificadas en el presente 
tr¡¡b a jo como Flavobacterium (O S.16 y 
OS .26) resulta ron ser los mejores antagonis
tas y l11erece n sin du da estudios complemen
ta rios, a d iferen ci a de aquel las reportadas por 
Okami (1 986), quien a su ve z resa lta en 
Flavoh(/c/a illl7l su acti vi dad [\ nl iparasitaria, 

{Jn asp CLO de las bacteria marinas que 
ha s ido tomada en cuenta muy escasamente 
es la capac idad de p roducir e nzimas 
extracelu lares, Al respecto, Ogawa y ShimaLu 
(1 999) cOIL' iJcrun e ta ca racterí t ica de suma 
im portanc ia ~obre todo por las ap licaciones que 
es tas tenJrían en bi tecnología., uestros ai s
lados_ además Je l potencial inhib itorio, resul
ta r 11 tener capa id ad en la producción de 
exoenLlma que act úan rrente a d ¡versos 
po límcros. 

Los resultad os obte l1idos en este trabajo 
representan UIl aporte a las inves ti gaciones re
c ientes sobre bacterias marin as productoras de 
sustanc ias inh ib itorias y ' u posi ble aplicación 
en acu icultura intensiva. En c te sentido, quc
J ahi erta la posibilida I de que las cepas se
leccionadas sea n eva luadas en el contro l de 
patógen 'que afectan a cult ivos intensivos de 
invel~lcb r dos c mo de larvas de Argopeclen 
(mrpu/"a/us y Crussostrea gigas. 
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