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Abstract.- Twenty three strains of bacteria were isolated
from the hemolymph of Argopecten purpuratus.
Our results point out to the predominance of asporogenous

Gram-negative rods. We suggest that the presence of these
bacteria in the hemolymph is a natural phenomenon.
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Introduccion

Los cultivos de ostiones (Argopecten purpuratus) se han
desarrollado considerablemente en el pais y representan
una importante fuente econdmica para diferentes
acuacultores. Estos cultivos son atacados por
microorganismos patégenos de diferentes grupos, tales
como protozoos (Sellers 2002)' dinoflagelados y
bacterias (Carnegie et al. 1999; Messick et al. 1999;
Rivera et al. 1999). Las patologias causadas pueden
aparecer en cualquier etapa del desarrollo del cultivo,
adulto o larval. Otros sugieren una convivencia entre el
molusco y ciertas bacterias (Harris-Young et al. 1993).

Los estados larvales son susceptible a la infeccién
vertical con bacterias, es decir, desde los 6rganos
reproductores (Chavez & Riquelme 1994). Al parecer la
adquisicion de una flora bacteriana a nivel de la
hemolinfa de invertebrados seria posible facilmente
desde el medio acuatico (Brady & De la Vega 1990;
Brady & De la Vega 1992).

Es importante destacar que también en la hemolinfa
conviven sin causar aparentes patologias ciertas
bacterias (Costa et al. 1998), las cuales estan alli como
potenciales patégenos. Estas bacterias estan en la
hemolinfa, no obstante conocerse que, en algunos
invertebrados, por ejemplo, Crassostrea virginica, esta
contiene enzimas tipo lisozimas que sirven como un
mecanismo de defensa interno (Mc Dade & Tripp 1967;
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Vincent & Rodrick 2002%). Si bien Riquelme et al.
(1995), entregan una lista de bacterias presentes en el
ostion, su analisis no menciona bacterias en la
hemolinfa. En el presente trabajo pretendemos sefialar
que ya en los ostiones adultos existen bacterias no sélo
en sus génadas sino que también en la hemolinfa.

Materiales y Métodos

Del musculo aductor de 3 ejemplares activos de A.
purpuratus provenientes de linternas en acuacultivo de
Pesquera San José en Tongoy (Chile) se obtuvieron
aproximadamente 3 mL de hemolinfa por medio de una
jeringa estéril (Terumo). La superficie del muasculo fue
esterilizada con alcohol antes de obtener la muestra. A
partir de esta extraccion se sembraron 0,3 mL de
hemolinfa, en placas Petri que contenian Agar Marino
ZoBell 2216 y que fueron incubadas a 25°C por 7 dias.
Al cabo de este tiempo se aislaron al azar 23 colonias
que fueron purificadas por sucesivos traspasos en el
mismo medio de cultivo. Luego las cepas se sometieron
a diferentes pruebas para conocer su:

1) Tincion de Gram y morfologia (Tortora et al. 1986)

2) Reaccion a la tetrafenil-para-fenilen-di-amina hidrocldrica
para determinar la presencia de la enzima citocromo
oxidasa
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3) Caracteristica de crecimiento a 25°C por 3 dias en
medio TCBS (Oxoid) para la aislacion de bacterias
del género Vibrio

4) Caracteristica de crecimiento a 25°C por 7 dias en
medio Hugh-Leifson con glucosa para la reaccion de
oxidacion o fermentacion.

Resultados y Discusion

Los resultados expuestos en la Tabla 1 sefialan las
morfologias bacterianas de bacillus, cocco-bacillus y
cocco Gram-negativos, ademas de cocco Gram-
positivos, siendo la flora Gram-negativa la que
predomina. Por otra parte, la microflora que forma
colonias crema y amarilla, constituye un alto porcentaje
(Tabla 1). Costa et al. (1998) aislaron colonias
pigmentadas de los géneros Flavobacterium vy
Cytophaga desde la hemolinfa de un peneido. Asi
mismo, bacterias Gram-negativas de Pseudomonas que
suelen formar colonias mucosas de color crema fueron
determinadas por Riquelme et al. (1995) en un estudio
bacterioldgico de A. purpuratus, no obstante este autor

no estudié la hemolinfa. Por el contrario, Rivera et al.
(1999) también determinaron Pseudomonas en
aislaciones hechas de la hemolinfa del crustaceo
Callinectes. En general, todo este grupo de bacterias
encontradas por otros son Gram-negativas y oxidasa
citocrémica positiva. Similar consideracion puede
hacerse de las bacterias aisladas de la hemolinfa en el
presente trabajo.

También sugerimos la presencia de Vibrio, género
que fue determinado por Sano & Tokou (1994) en la
hemolinfa de un langostino peneido. Coincidente con
nuestros resultados, Olafsen et al. (1993a) y Olafsen et
al. (1993b) sefialan que la hemolinfa y las estructuras
blandas de bivalvos aparentemente saludables, pueden
contener bacterias.

La presencia de una cepa de Vibro se ve reflejada en
un excelente crecimiento en el medio TCBS a 25°C.
Todas las cepas fueron oxidasa citocromica positiva y
su comportamiento en el medio Hugh-Leifson con
glucosa fue aerobio y anaerobio facultativo.

Tabla 1

Caracterizacion de bacterias aisladas de la hemolinfa de Argopecten purpuratus
Characterization of bacteria from Argopecten purpuratus hemolymph

Bacteria Morfologia Tincién Oxidasa Hugh-Leifson Crecimiento en Color de la

N° celular Gram citocrémica con glucosa TCBS colonia

1 bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema

2 bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema

3 cocco-bacillus - + Aerobio / Ox - Crema

4 cocco - + Sin crecimiento - Amarilla

5 cocco-bacillus - + Aerobio / Ox - Crema

6 €occo - + Anaerobio facultativo / F + Crema

7 cocco - + Aerohio / Ox - Naranja

8 cocco-bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema

9 cocco-bacillus - + Aerobio / Ox - Crema
10 bacillus - + Sin crecimiento - Amarilla
11 bacillus - + Sin crecimiento - Crema
12 €0CcCco - + Microaeréfilo / Ox - Crema
13 €0cCco - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema
14 bacillus - + Sin crecimiento - Amarilla
15 cocco + + Anaerobio facultativo / F + Amarilla
16 cocco-bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema
17 bacillus - + Sin crecimiento - Amarilla
18 cocco-bacillus - + Microaerdéfilo / Ox - Crema
19 €0cco - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema
20 cocco-bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema
21 cocco + + Anaerobio facultativo / Ox - Amarilla
22 cocco-bacillus - + Anaerobio facultativo / Ox - Crema
23 €0CCO + + Anaerobio facultativo / Ox - Naranja

Gram positivo = +

Gram negativo = -

crecimiento positivo en TCBS = +

presencia de oxidasa citocromica = +

crecimiento negativo en TCBS = -

Ox = oxidativo

F = fermentativo
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Podemos sugerir que la presencia de bacterias en la
hemolinfa de A. purpuratus es un fenémeno natural tal
como se ha informado por Riquelme et al. (1995) para
las gonadas de este mismo bivalvo. Ademas, predomina
la presencia de bacterias Gram-negativas y entre ellas
las bacterias de morfologia de bacillus, cocco y cocco-
bacillus. Por otra parte, Vincent & Rodrick (2002)
demuestran, en forma experimental, la actividad litica
de lisozimas de la hemolinfa de un bivalvo contra cierta
bacteria Gram-positiva. Posiblemente los hemocitos
realizan una labor retardada en la eliminacion de
bacterias desde la hemolinfa y son favorecidas en la
invasion de esta por fendmenos de estrés muy propio de
los cultivos marinos.
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