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RESUMEN

El caracol Pala, Strombus gigas (Strombidae), es de gran importancia ecolégica y so-
cioeconémica en el drea caribefia colombiana. Sin embargo, es una especie catalogada
como “vulnerable” y existe muy poca informacién referente a las especies bacterianas
asociadas al caracol que puedan ser importantes para el desarrollo, manejo productivo
y de seguridad acuicola de estos gastrépodos. En este trabajo, nosotros empleamos un
estudio microbioldgico y molecular de la regién intergénica entre los genes 16S y 23S
rDNA, andlisis del gen rDNA 16S y secuenciacién, para analizar las bacterias asociadas
al caracol Pala (S. gigas). La composicién de bacterias cultivables asociadas fue evaluada
por su capacidad para crecer en agar marino y en medios de cultivos selectivos. De un
total de 28 muestras analizadas encontramos que el nimero de bacterias cultivadas en
condiciones aerobias fue de alrededor 10° ufc mL" donde las bacterias pertenecientes a
la familia Vibrionacea fueron las mdas abundantes, cerca de >10° ufc mL" . El anélisis
molecular de la regién intergénica entre los genes 16S y 23S rDNA de las diferentes
muestras, revel una gran complejidad bacteriana asociada a S. gigas. Las secuencias de
los amplificados del gen rDNA 16S identificé Pseudoalteromonas sp., Halomonas sp.,
Psycrobacter sp., Cobetia sp., Pseudomonas sp. y Vibrios sp. Nuestros resultados podrian
sugerir un rol importante de estas bacterias como componentes de la comunidad
asociada al S. gigas. Esta informacién puede complementar los estudios que se estdn
implementando en los procesos para la conservacién y repoblamiento de las
poblaciones de S. gigas en Colombia.
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ABSTRACT

The Queen Conch, Strombus gigas (Strombidae), is a species of great ecological and
socioeconomic importance in the Caribbean area of Colombia. However, it is
currently catalogued as “vulnerable”; there is limited information concerning the
bacterial species associated with conch and important in the management of
hatcheries for higher productivity and safety of these gastropods. In this study, we
used a microbiology and molecular approach using the 165-23S intergenic region, the
16S rDNA analysis and sequencing to determine the bacterial populations associated
with Queen Conch (S. gigas). Also, the capacity to grow in marine agar and selective
culture media was used to evaluate the composition of bacteria associated.

The 28 total samples analysed we found the number of bacteria recovered after
aerobic culture about 10° cfu mL" and most belong to the Vibrionaceae family in the
order of 10° ufc mL". The molecular results of the spacer regions between the 16 and
23S genes from the different analyzed samples indicated a great complexity in the
bacterial population associated to S. gigas. The sequencing of the amplicons of 16S
rDNA identifies Pseudoalteromonas sp, Halomonas sp., Psycrobacter sp., Cobetia sp.,
Pseudomonas sp. and Vibrios sp. This suggests these bacteria can play an important role
as components of the bacterial community associated to S. gigas. This information can
help to improve both the management of hatcheries for higher productivity and for
the implementation for the conservation processes of Colombian S. gigas.

Key words: Strombus gigas, Queen Conch, Bacteria, 165-23S intergenic region, 16S
rDNA.

INTRODUCCION

Los animales portan una gran cantidad de microorganismos que puedan llegar a formar
comunidades complejas. Se conoce como microflora normal a aquella poblacién de mi-
croorganismos que no causa dafios al hospedero, a pesar de estar en continuo contacto
con sus tejidos (Backhed et al., 2004). A la microflora se le atribuyen efectos benéficos
para el hospedero, como en nutricién complementando procesos de digestién, contri-
buyendo al metabolismo o jugando un papel protector al prevenir la colonizacién por
patégenos, controlando su crecimiento y modulando el sistema inmune del hospedero
(Kesarcodi et al., 2007).

En Colombia como en otros paises la explotacién de extraccién o cultivo de alimentos
marinos en sus aguas costeras, estd continuamente amenazada por la aparicién de
microorganismos marinos patégenos tanto para los alimentos marinos (mariscos)
como para el consumidor (Sapkota et al., 2008.). Un alimento marino de importancia
no solo econédmica y cultural en Colombia es el caracol Strombus gigas. Actualmente la
pesquerfa se ejerce de manera comercial y en aproximadamente 25 pafses y territorios
dependientes del 4rea de distribucién de la especie (Theile, 2001). El caracol S. giga
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denominado caracol Pala en Colombia (Randall, 1964), ha sido recientemente incluido
en Libro Rojo de Invertebrados Marinos de Colombia en la categoria “vulnerable”. La
sobrepesca, la pérdida de importantes habitats de cria (como prados de pastos mari-
nos), actividades humanas como la urbanizacién, la contaminacién, y otros aparejos
destructivos son causas del declive poblacional (Glazer y Quintero, 1998). De acuerdo
a la informacién del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), los voltimenes de expor-
tacién de recursos como la langosta espinosa, la Cherna criolla y el caracol Pala, en la
actualidad son de alrededor de 200 toneladas anuales y el 90% es enviado hacia el
mercado norteamericano, que le representan a la economia colombiana ingresos su-
periores a los diez millones de délares anuales.

La especie es dioica y la reproduccién generalmente ocurre en los meses mds calurosos,
aunque, en algunas dreas puede continuar a lo largo de todo el afio (Brownell, 1977).
Las larvas conocidas como veligera son peldgicas, eclosionan a los cinco o seis dias del
desove (D’Asaro, 1965) y flotan en las corrientes de las capas superiores de las aguas
propiciando el intercambio larval a distancias de hasta 900 km durante las primeras
tres semanas (Davis et al., 1984). Las larvas pueden establecerse en los habitats benté-
nicos entre los 17 y los 22 dias después de la eclosién, aunque pueden permanecer en
el plancton hasta por dos meses (Posada y Appeldoorn, 1994; Stoner, 1997). Se ha
planteado que existe una estrecha relacién entre la nutricién principalmente por algas
las cuales forman una asociacién con bacterias que estarian implicadas en la metamor-
fosis del caracol (Aldana-Aranda y Patifio, 1998; Davis y Stoner, 1994). Los juveniles
(< 1 afio) permanecen enterrados la mayor parte del tiempo, posiblemente para evitar
la depredacién y empiezan a salir cuando la longitud de la concha es entre 5y 10 cm,
en esta etapa sufren una alta mortalidad (hasta un 63%) por depredacién (Alcolado,
1976). La madurez sexual normalmente tiene lugar entre los cuatro y cinco afios de
edad, cuando el labio acampanado se ha engrosado a aproximadamente 0,5 cm
(Appeldoorn, 1988; Appeldoorn y Rodriguez, 1994; Chiquillo et al., 1997). La especie
tiene una longevidad entre 20 y 30 afios (Anon, 1999).

Dentro de las alternativas para recuperar las poblaciones sobre explotadas de S. gigas
estan las dreas marinas protegidas (AMP’s; Anon, 1999; Appeldoorn y Rodriguez, 1994;
Stoner, 1997) porque permiten la preservacién de planteles de desove a densidades
altas y mantienen un refugio de los adultos con mayor capacidad de reproduccién
(Anon, 1999). Otra alternativa es la acuicultura con técnicas orientadas a producir
juveniles (Brownell, 1977; Creswell, 1994), o el semicultivo que se plantea como una
buena alternativa de manejo la cual estd en estudio para establecer si es factible para el
redoblamiento (Mdrquez et al., sometido). Estas alternativas deben comprometer como
parte fundamental para su éxito, el estudio de todos los aspectos relacionados con el
cultivo y evaluar la eficacia de las estrategias de manejo que se proponen para con-
servar y restaurar poblaciones del caracol, incluyendo el estudio de la microbiota que se
ha mostrado relacionada de manera directa en el crecimiento y desarrollo de este
recurso (Kirjavainen y Gibson 1999; Davis et al., 2004).

Es poca la informacidn existente sobre la flora asociada al caracol y su relacién con su
desarrollo. La flora bacteriana en caracol ha sido descrita a través de caracterizacién
fenotipica de cepas aisladas por técnicas cultivo-dependiente, describiendo géneros
bacterianos como Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, con un predominio de la
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presencia de Vibrio extorquens y Pasteurella sp. Estas bacterias corresponderian tanto a
microflora normal como a bacterias presentes en la alimentacién del caracol. (Ducklow
etal., 1979) también se han descrito comunidades de cianobacterias ensambladas a los
compuesto carbonatados del caracol (Chacén et al., 2006). Evidencias del rol de la
microbiota ha sido investigada en diversos organismos marinos, donde se destaca en
importantes procesos de estimulacién de la proliferacién celular, promocién del meta-
bolismo de nutrientes, respuesta inmune, entre otras (Rawls et al., 2004; Ringo et al.,
2006; Hovda et al., 2007). Una mezcla compleja de factores ambientales perfiles
microbiolégicos y manejo de précticas influencian el éxito de los ciclos de produccién
de organismos marinos (Kennedy et al., 2006). La composicién de la microflora en un
determinado hospedero, probablemente depende de sus propiedades, su historial de
contactos con bacterias colonizadoras, su dieta y las condiciones ambientales que
prevalecen en su habitat (Kirjavainen y Gibson, 1999). Algunas bacterias establecen
asociaciones a organismos superiores, proporcionandoles una mejor adaptacién al
medio en el que se encuentran, como son las relaciones simbidticas (Nyholm et al.,
2004). Sin embargo, bacterias de la flora normal pueden en algunos casos ser patége-
nos oportunistas, siendo involucrados en el declive poblacional en los sistemas de culti-
vo (Tonguthai, 1995; Kaspary Tamplin, 1993). Actualmente, la disponibilidad de méto-
dos para la deteccién y caracterizacién genética de bacterias en forma independiente de
su habilidad de crecer en medios de cultivo, ofrece la oportunidad de estudiar la micro-
flora bacteriana de diferentes especies animales, incluyendo los caracoles (Ammanetal.,
1995; Wagner et al., 1994). Los avances en biologia molecular han permitido disefiar
nuevas técnicas para la identificacién de bacterias utilizando métodos basados en la de-
terminacién de las secuencias de DNA y han permitido establecer relaciones filogené-
ticas principalmente usando la amplificacién y secuenciacién de los genes ribosomales
(Giovannoni et al., 1990). En este estudio, nosotros usamos el analisis de genes ribo-
somales para determinar las bacterias asociadas al caracol Pala. La composicién bacte-
riana fue determinada por el andlisis de la regién intergénica entre los genes 16S y 23S
rDNA, del gen del 16S rDNA y secuenciacién. Los resultados de los espaciadores am-
plificados del DNA extraido directamente de la muestra fueron comparados para obte-
ner una mayor comprensién de las comunidades presentes en las muestras del caracol
Pala. El propésito general de este proyecto fue el estudio de poblaciones bacterianas de
muestras de la baba e intestino de caracol Pala silvestre y en cautiverio. También analiza-
mos los estanques donde se cria los caracoles y el alimento, para explorar la influencia
del ambiente y la buisqueda especifica de bacterias del género Vibrio. En nuestro cono-
cimiento, el presente trabajo es el primer estudio de las bacterias asociadas a S. gigas
usando andlisis molecular de genes ribosomales.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LAS CEPAS

Durante junio y octubre de 2007 se recolectaron las muestras de baba y de intestino
de caracoles silvestres y en diciembre 2007 se recolectaron muestras de baba, alimento
(algas de los géneros Isocrysis y Chaetoceros) y de las paredes de los estanques donde se
encuentran los caracoles en cautiverio (Tabla 1). El muestreo se realizé con la colabo-
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racién del proyecto Colciencias titulado “Estructura Genética Poblacional y Zoocria
del Caracol Pala Strombus gigas, para Repoblamiento de Habitats Naturales del Caribe
Colombiano”. Se recolectaron 28 muestras para ser procesadas: 11 a partir de baba
de caracol (cinco caracoles silvestres y seis en cautiverio), siete muestras de tejido
intestinal, tres a partir de las paredes de los estanques y siete del alimento donde se
encontraban cultivados los caracoles. Las muestras fueron transportadas a 4 °C hasta
su andlisis en el laboratorio, donde fueron procesadas. Las muestras de baba se ob-
tuvieron colocando los caracoles sobre una superficie de vidrio estéril y el rastro de la
baba fue colectada para cada caracol, para las muestras de alimento se recolecté 1 L
de la muestra en un recipiente estéril, la muestra fue filtrada y resuspendida en 25 mL
de agua estéril y enviadas al laboratorio para su procesamiento, la muestras de estan-
que fueron recolectadas removiendo de las paredes con asas y aplicadores de algodén
y esparcidos sobre medios de cultivo para el transporte hasta el laboratorio. Las mues-
tras de intestino fueron recolectadas asépticamente sin incluir el estomago y el ano. 0,5
g de tejido de la parte media del intestino fue lavada con agua estéril, fragmentada y
depositada en los medios de transporte para su procesamiento. En el laboratorio el
material fue resuspendido en 1 mL de agua estéril y esparcido usando copos de algo-
dén y asas estériles sobre medios que contenfan agar marino (DifcoTM), agua pepto-
nada y agar de tiosulfato-citrato-sales biliares (TCBS), diluciones seriadas de cada
muestra fueron esparcidas sobre cada medio de cultivo y luego incubadas por dos o
tres dias a 20 °Cy 37 °C en aerobiosis.

CULTIVO Y CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

El recuento de colonias se realizé luego de dos y tres dias, el niimero de unidades forma-
doras de colonias (ufc) fue calculado por mL para las diferentes muestras analizadas en
agar marino (AM) y en el medio de agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS). Las ca-
jas que contenian alrededor de 50-200 colonias fueron seleccionadas para los andlisis.
Una seleccién al azar de 74 colonias de las muestras fueron subcultivadas para obtener
cultivos puros y caracterizados usando las siguientes pruebas, como lo describe Farto et
al., 1999: tincién de Gram, morfologia celular, motilidad, metabolismo de la glucosa
fermentativo/oxidativo(O/F), crecimiento sobre TCBS y agar marino (DifcoTM), voges
proskauer, indol, rojo de metilo, lisina Moeller, citrato, Urea, (sim) gelatina, esculina, re-
duccién de nitrato, crecimiento en solucién de NaCl 4%, sacarosa y arabinosa. Las pla-
cas fueron incubadas aerébicamente a 20 °C y 37 °C. Adicionalmente, para algunas
cepas seleccionadas se efecttio una caracterizacién microbioldgica por API20E y Biolog
Inc. (Thompson et al., 2004).

Se consideraron como presuntivos miembros del género Vibrio las cepas que fueron
Gram negativas, de forma cocobacilar, métiles, con metabolismo fermentador de glu-
cosa y con crecimiento sobre TCBS. Las ufc en el medio selectivo TCBS fueron purifi-
cadas y sembradas en medio de conservacién para vibrios (3 g de extracto de levadura,
10 g de peptona, 20 g de NaCl, 10 g agar y 1.000 mL de agua) para su preservacion.
El andlisis estadistico fue realizado para determinar diferencias entre las poblaciones
cultivables desde las muestras procedentes de caracoles silvestres y en cautiverio en
los medios de agar marino y TCBS usando el MINITAB software (Minitab Inc.,
Pennsylvania, USA).
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# | Nombre Origen geografico Agar Marino | TCBS # Total de colonias
(B=Baba, A=Alimento, (C= cautiverio, seleccionadas
I=Intestino, E=Estanque) | S=silvestre)

1M 1.5X10°
27 'MB 2 "5.4X10
37 mB3 2.3X10°
S e
efld 5
"6 | MB6 3,5X10
77 'mBM0 S0
8T MB T >1X107
97 MB12 9X10°
10| MB 13 > 1X107

11| MB 14 Islas del Rosario (c) | 1,3X10°
2 mar T Isias del Rosario(C) | >107

13 MA'3 2,2X10°
e e
S Bl Bl
e e
“17TMA T 5, 7X70"
18T MA 9 79, 7X10°
19 ™mi's 5107

20 M7 2.4X10°
27T ™mi's 6,9X10°
e g
e R
e o e
e e
26| ME7 7 8X10°
27TMES 2,2X10°
28 ME9 7.9X107

Total: 28

Tabla 1. Recuento de bacterias (ufc/ml) de las diferentes muestras analizadas del caracol pala
(Strombus gigas). AM-agar marino y TCBS-agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (el recuento es un
promedio de las muestras por duplicado).

ANALISIS MOLECULAR

Extraccién del DNA. Para la caracterizacién molecular se realizé la extraccién del DNA
de las diferentes muestras originales recolectadas del caracol para una extraccién
directa (muestras originales), partiendo de aproximadamente 5 mL de baba, 0,5 g de
intestino, 20 mL del filtrado del alimento y del medio que contenia las muestras de
estanque, del total de las colonias obtenidas en los medios de cultivo (alrededor de
200 ufc, para la fraccién cultivable) y de 60 colonias aisladas. El DNA fue extraido y
purificado mediante una dilucién en 8% P/V de TE 10X (0,1 M Tris, 0,01 M de EDTA,
pH 8,0), 0,5 M NaCl, tratamiento con SDS al 1% e incubacién de 20 min a 70 °C, el
lisado fue tratado con una solucién de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) seguido por precipitacién con etanol. El DNA extraido fue resuspendido en
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50 pL de agua ultra pura. Se les realizé tratamiento con RNasa (Fermentas) a 1 pg/plL
durante 2 h a 37 °C (Romero et al., 2002).

Iniciadores y amplificacién por PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa). Todos los
oligonucledtidos usados en este estudio fueron sintetizados por Gentech (Inc.). La am-
plificacién de la regién espaciadora entre el 16S-23S rDNA se realizé con los iniciadores
universales de la regién conservada del extremo 3’y 5’ del 16S y 23S rDNAs, respectiva-
mente de eubacterias. El par de iniciadores corresponden a L1 (CAAGGCATCCACCGT
GT)y G1 (GTGAAGTCGTAACAAGG) (Jensen etal., 1993) y para la regién del 16S rDNA
con los iniciadores Eubac 27F (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AQG), 1492R (GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T) y 1100R (GGG TTG CGC TCG TTG). Aproximadamente 25 ng/
pLdel DNA bacteriano fue usado para la reaccién en un volumen final de 30 mL, la mez-
clay el programa de la reaccién fueron los descritos por Moreno et al., 2002. El producto
de amplificacién fue analizado por una electroforesis en un gel de agarosa al 1,8% tefiido
con un marcador fluorescente de visualizacién instantdnea EZ.Vision™ (Amresco®) segtin
las recomendaciones del fabricante. Las bandas de DNA fueron visualizadas por ilu-
minacién con LUV y fotografiadas por Sistem UV-Transiluminator (Biometra).
Caracterizacién molecular. La caracterizacién de los productos de las muestras con ex-
traccién directa (muestras originales), fraccién cultivable (total de bacterias crecidas en
agar marino) y de las colonias aisladas, se realizé mediante la amplificacién de la regién
espaciadora entre los genes del 165-23S rRNA (ITS) usando los partidores L1y G1 des-
critos por Jensen et al., 1993. Los fragmentos resultantes fueron analizados por electro-
foresis en geles de poliacrilamida y tefiidos con nitrato de plata (Moreno et al., 2002).
Para el andlisis de restriccién de los productos de amplificacién de 16S rDNA fueron di-
geridos directamente con 1,5 U de las enzimas de restriccién /Alu/l o /Hae/Ill (Gibco)
durante 3 h a 37 °C. El producto de amplificacién fue analizado por una electroforesis
en un gel de agarosa al 1,8% tefiido con un marcador fluorescente de visualizacién ins-
tantdnea EZ visién™ (Amresco®) segtin las recomendaciones del fabricante. Las bandas
de DNA fueron visualizadas por iluminacién con LUV y fotografiadas por Sistem UV-
Transiluminator (Biometra).

Secuenciacién de los 16S rDNA de cultivo puro. Un aislado obtenido de cada grupo
de ITS fue identificado por la secuenciacién parcial del 16S rDNA. Los aislados fueron
amplificados usando PCR y los partidores Eubac 27F y 1100R del 16S rDNA descritos
por Delong, 1992. Los productos de amplificacién del 16S rDNA fueron purificados
y enviados a secuenciar en ambas direcciones (con los partidores 27F y 1100R) por
Macrogen Inc. La relacién filogenética de los productos secuenciados en este estudio,
fue determinada por comparacién de secuencias individuales del gen 16S rRNA
publicadas en el banco de bases del servidor BLAST del National Centre for
Biotechnology Information (NCBI) y en el rRNA Database Project (RDP II).

RESULTADOS

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Recuento de bacterias. Todas las muestras fueron procesadas para estimar el ndimero
total de colonias en agar marino y el recuento de Vibrio (TVC) en TCBS, usando la técni-
ca de recuento en placa. Se hicieron diluciones seriadas de las muestras en agua pepto-
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nada y el recuento bacteriano sobre agar marino de las diferentes muestras analizadas
tanto de los caracoles silvestres como en cautiverio, estuvieron en un rango de 10' - 10"
ufc. mL" (ver Tabla 1). El andlisis estadistico para determinar diferencias entre las po-
blaciones cultivables desde las muestras procedentes de caracoles silvestres y en cauti-
verio determiné que hay diferencias significativas con un recuento total mayor en el
medio de agar marino (alrededor de 107 ufc) para las muestras de baba e intestino de
caracoles silvestres. Los resultados del recuento de Vibrios (TVC) en TCBS, se muestra en
la tabla 1, y se observé una diferencia significativa entre las muestras asociadas al
caracol Pala con un mayor recuento de Vibrio (TVC) en los caracoles silvestres (>10°
ufc), exceptuando en dos muestras que no presentaron ningtin crecimiento (MB12-13;
Tabla 1). El resultado del TVC podria sugerir que la presencia de bacterias cultivables
pertenecientes a la familia Vibrionacea, es uno de los grupos bacterianos mds abundan-
tes en las muestras analizadas; (P-value = 0,0385 para el medio agar marino y 0,0068
para medio TCBS), los datos fueron analizados usando MINITAB sofiware con la prueba
Mann-Whitney Test.

Caracterizacién de cultivos puros. Del total de colonias crecidas en agar marino se
analizaron 74 colonias por sus caracteristicas de color y forma (Tabla 1). Las colonias
subcultivadas y purificadas fueron probadas por tincién de Gram, reaccién de
catalasa y oxidasa. De las 74 colonias 20 fueron seleccionadas para un andlisis por
API20E y Biolog, en el resultado de estos dos andlisis no se identificé ninguno de los
aislados con una discriminacién satisfactoria.

Andlisis molecular. Aparte del andlisis morfoldgico se realizé una caracterizacién para
determinar la composicién de poblaciones bacterianas por andlisis molecular de las
muestras con extraccién directa (muestras originales), la fraccién cultivable (pobla-
ciones crecidas en agar marino) y de una seleccién de 60 colonias aisladas de las
muestras del caracol. Se determiné un perfil molecular utilizando la amplificacién de
la regién espaciadora entre los genes del 16S y 23S rRNA y finalmente el andlisis de
secuencia del amplificado del gen 16S rRNA. Los resultados del andlisis de RFLP del
rDNA 16S (Alul y Haelll) de las muestras de baba de caracoles y su relacién con
algunos perfiles de digestién de los aislados obtenidos, no arrojé diferencias claras
(datos no se muestran), por lo cual se opté por una herramienta mas resolutiva como
los andlisis de espaciadores entre los genes del 16S y 23S rRNA (ITS).

Andlisis de la regién espaciadora entre los genes del 16S y 23S rRNA (ITS). El andlisis
de ITS mostré que entre los amplicones de los diversos DNA (de extraccién directa,
fraccién cultivable y de colonias aisladas) se observaban bandas que coincidian en
migracién y otras que presentaban migraciones diferentes. Se observé que los
amplificados de las muestras con extraccién directa todas presentaron un patrén
diferente entre si, indicando la diversidad de poblaciones bacterianas asociadas a las
muestras de caracol (Fig. 1y Fig. 2; carril OB5-6, O17-8; OA1-2 y OE1).

Los perfiles de los espaciadores amplificados generaron un patrén de aproximada-
mente 10 bandas entre 250 pb y 1.500 pb, el cual fue usado para el andlisis y se ob-
servé que los espaciadores de aproximadamente 380 y 600 pb (*) estuvieron presen-
tes en todas las muestras analizadas (Fig. 1; Fig. 2; Fig. 3). Sin embargo, se observan
otras bandas mds tenues que podrian indicar una mayor diversidad en la composicién
de la microbiota de acuerdo a los diferentes perfiles de ITS observados. La figura 1
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Figura 1. Andlisis de ITS (Espaciador intergénico del 165-23S rDNA) productos de amplificacién de
las muestras de baba (B) e Intestino (1) de S. gigas. Carril Ld: GeneRuler 100 pb, el pPCR de las
muestras con extraccién directa de la muestra original (O), fraccién cultivable en agar marino (B) y
de colonias aisladas (Representadas por niimeros).

Ld OA1 BA1 AS Ab OA2 BA2 A8 Ld OE1 BET E1 E2
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Figura 2. Andlisis de ITS (Espaciador intergénico del 165-23S rDNA) productos de amplificacién de
las muestras de alimento (A) o Estanque (E) de S. gigas. Carril Ld: GeneRuler 100 pb, el pPCR de las
muestras con extraccién directa de la muestra original (O), fraccién cultivable en agar marino (B) y
de colonias aisladas (representadas por nimeros).

muestra los amplificados de las muestras del caracol pala por extraccién directa (O),
fraccién cultivable (B) y de colonias aisladas de baba (B; carriles OB, BB y B
respectivamente), para muestras procedentes de intestino (carriles Ol, Bl, e l) y en la
figura 2 de alimento y estanque (carriles OA, BA, OE, BE, Ay E para amplicones de
colonias individuales respectivamente).

El andlisis de los resultados a partir de los productos de PCR realizados al DNA de las
colonias seleccionadas, identificaron aproximadamente 12 patrones diferentes de los
espaciadores (Fig. 3; carriles 1 al 11y 14), identificando las diferencias de las bandas
principalmente alrededor de los 0,6 kb. Podemos destacar que los patrones de 4, 7;
9 y 10 estuvieron presentes en todas las muestras analizadas, principalmente en la
fraccién cultivable representando el 50 % (30 ufc) de los ITS de las 60 colonias ana-
lizadas, tanto en caracoles silvestres como en cautiverio. Los resultados del andlisis de
la secuencia de estos patrones se muestran en la tabla 2. Cabe anotar que el 40% los
patrones de ITS de las colonias aisladas de muestra de estanque eran semejantes a los
patrones de las colonias de intestino (Fig. 2; carril E2; Fig. 3; carril 14), que fueron
identificados por secuenciacién como Psycrobacter sp. (Tabla 2).

El andlisis de los patrones de la regién intergénica del 16S-23S rDNA para cada uno
de los aislados desde TCBS, logré identificar 5 patrones diferentes de espaciadores,
incluidos dentro de las colonias analizadas de agar marino (Fig. 3; carriles 3, 5, 6, 8,
y 10), mostrando predominio y diversidad de bacterias pertenecientes a la familia
Vibrinacea en las muestras tanto de caracoles silvestre y en cautiverio. Estos datos
fueron confirmados por los ensayos de secuenciacién. Veinticinco colonias seleccio-
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Figura 3. Andlisis de ITS (Espaciador intergénico del 16S-23S rDNA) productos de amplificacién de

los aislados diferentes (patrones 1-14) obtenidos de las muestras crecidas en agar marino. Carril Ld:
GeneRuler 100 pb.

nadas por su patrén de ITS, fueron analizadas filogenéticamente por secuenciacién.
Los resultados de la identidad de las secuencias se muestran en la tabla 2.

Asilado| Origen Relativo mas cercano cultivado, | Patrén de ITS1 | Numero de acceso Genbank
(% de identidad)

DI1Sg | Intestino | Pseudoalteromonas sp. (99) 9 GQ253505

FI2Sg | Intestino | Halomonas sp. (98) 7 GQ253506.1

HI3Sg | Estanque | Psycrobacter sp. (99)% 14 GQ253507

NE1Sg | Estanque | Cobetia sp. (98) 4 GQ253508|

AA1Sg | Alimento | Pseudomonas sp. (98) - GQ253509

CI1Sg | Baba Vibrios sp. (98) 10 GQ253510

Tabla 2. Resultados de la secuenciacién del rDNA 16S de las colonias aisladas de muestras de S. gigas
y su identificacién con la secuencia del relativo mas cercano cultivado de acuerdo a la base de datos
del RPD II. (1) El patrén de ITS se muestran en la figura 3.

DISCUSION

En este estudio, se analizé la composicién de bacterias en diferentes muestras asocia-
das con el caracol pala S. gigas del Caribe colombiano, usando métodos de cultivo y
métodos moleculares para obtener un contexto general de las bacterias que podrian
estar asociadas con el caracol pala, especie en peligro de extincién. Las secuencias
encontradas revelaron miembros dominantes de alpha- y gamma proteo-bacterias,
donde las familias: /pseudoalteromonadaceae/, /Moraxellaceae/, /Vibrionaceae/,
/Holomonadaceae/, /Pseudomonadaceae/, fueron las mas abundantes en todas las
muestras analizadas, luego de la secuenciacién parcial del 16S rDNA (900 nucledtidos)
con porcentajes de similitud superiores al 98%. Estos resultados son correspondien-
tes con los estudios que reportan a las gamma proteobacterias como los mayores
contribuyentes de la comunidades bacterianas identificados en diferentes ambientes
marinos (Griffiths et al., 2001; Kennedy et al., 2006; Schulze et al., 2006; Hovda et al.,
2007; Navarrete et al., 2008). Los estudios han incluido métodos moleculares como
PCR-DGGE que identifican a las gamma proteobacteria (Marinomonas sp.,
Pseudoalteromonas sp., Pseudomonas sp. y Vibrio sp.) y en un porcentaje mucho menor
bacterias Gram positivas y alpha proteobacterias (Roseobacter sp. y Sulfitobacter sp.).
El recuento bacteriano sobre agar marino en nuestros resultados mostré que hay
diferencias significativas de crecimiento en los medios de cultivo a partir de las muestras
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tanto de los caracoles silvestres como en cautiverio, donde el 55% de las colonias
analizadas resultaron ser Gram negativas y el otro 45% Gram positivas (resultados no se
muestran), lo que en medida confirma los reportes sobre la abundancia de especies
bacterianas del género Gram negativo en organismos marinos (Schulze et al., 2006).
Algunos autores han sugerido que las bacterias de los estanques o del alimento pueden
sobrevivir y multiplicarse en el tracto digestivo de los animales marinos (Olafsen, 2001).
En nuestro estudio encontramos que la mayoria de los grupos bacterianos estaban
presentes en todas las muestras, Pseudoalteromonas sp., Halomonas sp., Psycrobacter sp.,
Cobetia sp. y Vibrios; excepto el grupo de Pseudomonas sp., que fueron cultivados a partir
de las muestras del alimento. El espaciador de 650 pb que identifica a este grupo de
bacterias, se detecté muy tenue, en las muestras con extraccién directa de intestino del
caracol. Estos resultados sugieren que las Pseudomonas representarian un grupo menor
en la fraccién cultivable de la microbiota de los caracoles, proporcionada por el
alimento; estos datos contribuirian al concepto mencionado por otros autores, donde
la composicién y diversidad de la microbiota puede depender no solo de la seleccién
pero también de las condiciones locales donde se encuentran los animales marinos
(Navarrete et al., 2008). Sin embargo, es importante resaltar que aunque diversos
grupos de bacterias puedan estar presentes en las muestras originales, su abundancia
puede no ser suficiente para ser detectado por los métodos empleados en este estudio,
destacando que la utilizacién de medios de cultivo es una limitante que puede
representar solo una parte de la diversidad bacteriana presente.

En el presente estudio, criterios tradicionales para la identificacién morfoldgica y bio-
quimica de bacterias fueron usados y fallaron para identificar los aislados bacterianos
y no fue posible clasificar en ningiin grupo taxonémico. La ineficacia de los sistemas
API o Biolog, para la identificacién de muestras ambientales ya ha sido discutida por
varios autores (Popovic et al., 2007; Hovda et al., 2007), en nuestro estudio se emplea-
ron técnicas moleculares que permitieron una identificacién parcial de las bacterias
(Tabla 2). Los resultados de las muestras que presentaron crecimiento en el medio
TCBS, indicaron que las bacterias pertenecientes a la familia Vibironacea, son domi-
nantes, resultado que se confirmé por el andlisis molecular de las colonias analizadas.
Estos resultados sugieren que bacterias del género Vibrio podrian tener un rol como
componentes de la microbiota asociada al caracol Pala, varios articulos han discutido
la importancia del género Vibrio en acuicultura (Vandenberghe et al., 2003; Thompson
et al., 2004). Este trabajo es el primer reporte con métodos moleculares de bacterias
asociadas a la baba e intestino del caracol S. gigas.

Esta informacién y otros estudios sobre la microbiota aplicando métodos moleculares
adicionales, podrian beneficiar y complementar los estudios que se estdn
implementando de procesos para la conservacién y repoblamiento de las poblaciones
de caracol Pala en el caribe colombiano.
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