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Resumen. Ll ostién japonés, Crassostrea gigas, se cultiva en Bahia Falsa, Baja
California, desde finales de los afios setenta. En la actualidad existen 21 empresas
dedicadas a esta actividad. A partir de 1998 se comenzaron a registrar
mortalidades inusuales del ostién, alcanzando porcentajes mayores al 80% del
total de la produccién. Estos episodios de mortalidad se han mantenido de
forma mas o menos regular y la hipétesis de un posible agente patégeno
involucrado, como un virus, una bacteria o ambos, permanece vigente. En el
presente trabajo se registran los resultados de un estudio de caracterizacién
fisioldgica y bioquimica de bacterias aisladas de tejido branquial de ostiones
recolectados durante un episodio de mortalidad en 2001. Se aislaron tres colonias
de bacterias, dos de las cuales crecieron en el medio selectivo tcas formando
colonias amarillas que se identificaron como bacterias del género Aeromonas. La
tercera cepa aislada no se pudo cultivar m identificar. Las especies de Aeromonas
no se documentan como patdgenas para moluscos, pero si para peces y reptiles.
Por otro lade, la identificacién de la colonia de bacterias de dificil crecimiento
en medios empleados en este estudio, debe realizarse mediante métodos
moleculares.
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Abstract. Since the late 70s, the Japanese oyster, Crassostrea gigas, has been cul-
wired in Bahia Falsa, Baja California, Mexico. Nowadays, there are 21 culture
companies involved in this activity. In 1998, unusual mortality episodes of oys-
ters began to occur, reaching up to 80% of the production. These mortality
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episodes have heen recurred up to date and, the hypothesis of a possible patho-
gen involved, such as a virus, bacteria or both, remains open. This work shows
the results of a study on the physiological and biochemical characterization of
isolated bacteria from gill tissue of oysters recollected during a mortality epi-
sode in 2001. Three colonies were isolated, two of them grew in tens selective
medium, forming yellow colonies, which were identified as belonging to the
genus Aeromonas. The third colony could not be cultured or identified. There
are not records on the pathogenicity of Aeromonas spp. in mollusks; however,
they have been reported as pathogenic for fishes and reptiles. Identification of
the not cultured bacteria must be carry out by molecular methods.
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Introduccion

El ostién japonés Crassostrea gigas es ampliamente cultivado alrededor del mundo.
Esta especie ha sido introducida de su regién de origen en Japén, a paises como
Australia, Francia, Holanda, Espafia, Portugal, Tailandia, Estados Unidos y Reino
Unido {Bardach ef al. 1982; Edwards 1997). En 1973, C. gigas se introdujo en
varias lagunas costeras de los estados de Sonora, Baja California Sur y Baja Cali-
fornia, incluyendo Bahia Falsa, Baja California, México. En la actualidad, el cultivo
de ostién en Bdja California y en otros estados del noroeste de nuestro pais esta
bien establecido, la produccién anual es de unas 1 622 toneladas métricas anuales
con un valor de 2.4 millones de délares estadounidenses, y aproximadamente
1800 empleos sostienen esta actividad (Anuario Estadistico de FPesca, 2001) A partr
de 1997, se comenzaron a detectar alarmantes episcdios de mortalidad masiva de
ostién, incluyendo semilla, juveniles y adultos en los estados de Sonora y Baja
California Sur. En abril de 1998, ocurrieron episodios similares de mortalidad en
Bahia Falsa, Baja California. La alarma del sector se hizo patente y se realizaron
tres reuniones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas y académicos
para tratar de determinar las causas de estas mortalidades y la forma de controlarlas.
Las reuniones se realizaron en Sonora, Baja California y Baja California Sur, se
determiné que entre las posibles causas asociadas con esas mortalidades estaban
agentes patégenos (Cdceres-Martinez 2000).

En estudios histopatolégicos llevados a cabo entre 1996 y 1998 en las zonas de
cultivo del ostién japonés en Bahia Falsa, B. C., se encontraron en las branquias
células polimérficas gigantes (Ciceres-Martinez 2000), mismas que estdn asociadas
a la presencia de un iridovirus conoctdo como GNV (Gill Necrosis Virus o Virus de
la Necrosis Branquial} (Comps 1988). Postertores anilisis histopatolégicos de las
branquias del ostién, iniciados en el verano de 2000, mostraron la sintomatologia
causada por el GNV, pero sin observar la presencia de células polimdrficas asociadas
al virus. Adictonalmente, anilisis clinicos llevados a cabo en laboratorio y campo
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mostraron en las branquias sintomas externos parecidos a los causados por el GNV
(Céaceres-Martinez & Vasquez-Yeomans 2003); sin embargo, el estudio de estos
tejidos usando microscopia electrénica no demostré la presencia del iridovirus
GNV, pero si presencia de bacterias tipo bacilos y de virus parecidos al herpes
(Vasquez-Yeomans ef al. 2004},

Estos resultados sugieren que tanto el virus parecido a herpes como las bacterias
tipo bacilos que se encontraron, o ambos, podrian tener relacién con los episodios
de mortalidad observados. Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue aislar
e identificar bacterias de tejido branquial del ostién japonés, C. gigas, recolectados
durante un episodio de mortalidad en la Bahia Falsa, B. C.

Materiales y métodos

Bahia Falsa estd formada por un brazo de la bahia de San Quintin localizada en
la costa del Pacifico de Baja California, entre 30° 24’ N a 30° 30°' Ny 115°57' O
a 116° 01’ O (Fig. 1) (Lara-Lara & Alvarez-Borrego 1975). La bahia tiene una
longitud de 7 km y una profundidad maxima, en el canal principal, de 7 m; en
toda la bahia se localizan los cultivos comerciales del ostién japonés

Fig. 1. Mapa de la Bahia Falsa en donde se seiala el punto de recolecta de ostién. La zona
sombreada corresponde a la zona de cultivo.
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(Alvarez-Borrego et al. 1975). De una muestra de 70 ostiones adultos (longitud
promedio de 89.3 £ 7.7 mm) que se recolectaron en el drea de cultivo, conocida
como Ostiones Guerrero de Bahia Falsa (Fig. 1), para su andlisis en el Laboratorio
de Biologfa y Patologia de Organismos Acuiticos del C.I.C.E.S.E. durante un
episodio de mortalidad, sélo 10 llegaron vivos.

De estos ostiones, y bajo condiciones asépticas, se obtuvieron 5 g de tejido
branquial, el cual se homogeneizé con un mortero de porcelana previamente
esterilizado. El homogeneizado se colocé en un tubo de ensayo con 9 ml de agua
de mar filtrada y esterilizada en autoclave y se hicieron subsecuentes diluciones
(10" a 10). Se sembraron 10 gl de la dilucién 10+ en placas con medio de cultivo
Zobell (Gibco). Estas se incubaron a 26 °C por 24 horas. Las colonias dominantes
se aislaron, una parte en medio TCBS y otras en medio agar marino.

La caracterizacién fenotipica se realizé por pruebas fisiolégicas estdndar
(tincién de Gram, reaccién de la oxidasa, morfologia y movilidad, crecimiento
en TCBS, fermentacién de la glucosa, sensibilidad al agente vibriostatico 0/129 y
crecimiento a las salinidades 3% y 6%) y pruebas bioquimicas utilizando el API
20E (BioMérieux) siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando la
solucién de dilucién con agua de mar estéril. Las bacterias aisladas e identificadas
se preservaron a -70°C.

Resultados

Se obtuvieron tres colonias de los aislamientos realizados de las branquias de los
ostiones estudiados. Los resultados de la caracterizacién fisioldgica y bioquimica
de las bacterias aisladas se resumen en el Cuadro 1. Dos de las cepas crecieron en
el medio selectivo TCBS formando colonias amarillas y se identificaron como
bacterias del género Aeromonas. La tercera cepa aislada no se pudo identificar debido
a su crecimiento muy lento, que no permitié obtener suficiente inéculo para su
caracterizacién bioquimica con las pruebas del API 20E.

Discusion

Durante los anos sesenta y hasta la actualidad, en los cultivos de ostién japonés en
diferentes partes del mundo, se han presentado mortalidades masivas durante los
meses de verano, cuando la temperatura del agua excede los 20 °C (Friedman et al.
1991). La mayoria de los estudios enfocados a determinar la causa de estas
principales enfermedades ocasionadas por bacterias en Crassostrea gigas destacan
la vibriosis (Vibrio splendidus, Vibrio spp.); nocardiosis (Nocardia sp., bacteria
actinomiceta) y la enfermedad del ligamento de la charnela en juveniles de ostién
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Cuadro 1. Caracterizacion fenotipica de las bacterias del género Aeromonas

Prueba + Resultado
Gram _
Movilidad +
Crecimiento en TCBS +

Sensibilidad 0/129 -
Crecimiento NaCl 3%
Crecimiento NaCl 6%
Utilizacién de:
Citrato -
Glucosa
Manitol
Sorbitol -
Ramnosa
Sacarosa
Melibiosa
Arnygdalina
Arabinosa -
Enzimas:
Hidrolisina ONPG
Arginina dihidrolasa +
Lisina descarboxilasa -
Omitina descarboxilasa -
Ureasa -
Triptéfano desaminasa -
Gelatinasa +
Citocromo oxidasa +
Produccion de:
H,S -
Indol +
Acetoina (Voges-Proskauer) -
Oxidacion de la glucosa +
Fermentacién de la glucosa +

+ +

Pl o+

++ +

(bacteria parecida a Cytophaga) (Friedman et al. 1991, Bower et al. 1994; Lacoste et
al. 2001).

Los resultados que se esperaban de los aislamientos y posterior identificacién
de las cepas bacterianas encontradas en el presente estudio, eran la presencia de
algan tipo de bacteria patégena como las ya mencionadas. Sin embargo, las colonias
que se encontraron fueron del género Aeromonas y, aunque anilisis cualitativos de
la flora bacteriana en ostién han confirmado la presencia de bacterias del género
Aeromonas (Sugumar et al. 1998), este género no se documenta como patégeno
para moluscos (McGladdery 1999). Sin embargo, si hay registros de una elevada
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patogenicidad de algunas de estas bacterias como A. salmonicida y A. hydrephila en
peces, ranas, tortugas y otros reptiles (Hubbard 1981, Austin 1988).

Por otro lado, el lento crecimiento de la tercera colonia bacteriana, y pof tanto
la dificultad para obtener inéculos suficientes para las pruebas bioquimicas impidié
su identificacién y la posibilidad de determinar su posible patogenicidad. Es
importante sefialar que un método alternativo para identificacién de bacterias en
estos casos es a través de andlisis molecular (Houpikian & Raoult 2002), lo que nos
llevaria a conocer si ese tipo de bacterias pudieran ser identificadas como posibles
pat6genas. Si se descartan las bacterias encontradas como posibles agentes causales
directos de las mortalidades en la bahia es probable que las particulas virales
parecidas a herpes (Vasquez-Yeomans et al. 2004) si lo sean, o que de alguna manera
actiien de manera sinérgica con las bacterias. En cualquier caso, son necesarios
mayores estudios a partir de la informacién aqui encontrada que permitan dilucidar
el papel de estas bacterias y virus en las branquias del osti6n japonés de la zona de
estudio.
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