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CONVENIO DE COLABORACION ENTRE A CONSELLERIA DO MAR E O CENTRO
TECNOLOXICO DO CLUSTER DA ACUICULTURA PARA O ESTUDO DAS ESTRATEXIAS
DE BIORREMEDIACION NA AMEIXA XAPONESA (Ruditapes philippinarum) E NO
BERBERECHO (Cerastoderma edule), BIOREM.

MEMORIA XUSTIFICATIVA

Patricia Garcia Sanchez, directora xeral de Pesca, Acuicultura e Innovacion
Tecnoloxica da Conselleria do Mar, DECLARA:

Que esta Direccion Xeral de Pesca, Acuicultura e Innovacion Tecnoldxica ten
formalizado co Centro Tecnoldoxico do Cluster da Acuicultura o instrumento
convencional arriba referido por un periodo de vixencia que abrangue dende o
13/01/2025 ata o 15/12/2026.

Que o instrumento convencional ten por obxecto:

Establecer os termos e condiciéns polas que se rexera a colaboracion entre a
Conselleria do Mar e o Centro Tecnoléxico do Clister da Acuicultura, para a
realizacion do estudo das estratexias de biorremediacién na ameixa xaponesa e no
berberecho.

O proxecto BIOREM deséiase en torno as seguintes actividades:

Actividade 1. Caracterizacién do medio no que crecen os moluscos

T1.1. Recollida de mostras

Recolleranse mostras do sedimento sobre o que crecen a ameixa xaponesa (Ruditapes
philippinarum) e o berberecho (Cerastoderma edule), en varios puntos das rias de
Ferrol e Pontevedra.

As mostras de sedimento recolleranse a unha profundidade de 0-20 cm, utilizando
columnas de Winogradsky, que permiten obter mostras con diferentes graos de
osixeno e fontes de carbén. Obteranse, ademais, mostras de auga, colleitadas en
botellas de polietileno de 1L previamente lavadas con acido nitrico 5% e dobre auga
destilada (Jebelli et al., 2018). As mostras seran almacenadas a 4°C e trasladadas ao
laboratorio para o seu procesamento.

Asi mesmo, rexistraranse as condicions fisico-quimicas no momento de mostraxe.

T1.2. Analise de substrato sobre o que crecen o bivalvos.

As andlises desta tarefa levaranse a cabo ao principio e ao final do proxecto, o que
nos permitird avaliar a eficacia da tecnoloxia aplicada en canto & mellora das
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caracteristicas bioldxicas e fisico-quimicas do chan.
ST1.2.1. Andlise da composicidon bioquimica da materia organica

Para o estudo da composicién bioquimica da materia organica, analizaranse o contido
en proteinas, hidratos de carbono e lipidos nas mostras de sedimentos recollidas.
Calcularase o Contido de Carbono Biopolimérico (BPC), como suma de carbono de
lipidos, proteinas e carbohidratos. Utilizarase a contribucién proteica (PRT) ao BPC
(PRT/BPC%) e os valores da relacion proteina/carbohidrato (CHO) (PRT:CHO), como
descritores do envellecemento e a calidade nutricional da materia organica no
sedimento (Ape et al., 2019). Determinarase, ademais, o contido no sedimento de
carbono orgdnico total, nitréxeno orgdnico total e fésforo total (Lukwambe et al.,
2018), entre outros.

ST1.2.2. Analise da actividade encimatica dos sedimentos

Posto que a degradacién e remineralizacién da materia orgdnica estan mediadas pola
actividade encimatica hidrolitica, estudarase a actividade de encimas implicadas nos
procesos de reciclaxe de C, N e P, na capa de sedimento superficial (0-1 cm) (Ape et
al., 2019), por exemplo:

-Encimas extracelulares que adquiren C, con actividades (-1,4-glucosidasa e
celobiohidrolasa, implicas na descomposicién de celulosa e hemicelulosa.

-Encimas implicadas na adquisicion de N como B-1,4-N-acetilglucosaminidasa e L-
leucina aminopeptidasa, que intervefien na hidrélisis de compostos orgdnicos
nitrogenados como a quitina e as proteinas.

-Fosfatasa alcalina, implicada na adquisicién de P, catalizando a hidrélisis de
compostos orgdnicos de fésforo,

-Encimas con actividade peroxidasa, implicada na degradacién de materia organica
recalcitrante (Li et al., 2022), ou con actividade deshidrogenasa (DHR) ou ureasa
(Lukwambe et al., 2018; Misic et al., 2011).

ST1.2.3. Analise da biomasa microbiana: abundancia e biodiversidade

Cuantificarase a abundancia total de procariotas en todas as mostras, mediante o
calculo da biomasa bacteriana e a biomasa bacteriana especifica.

Para analizar a diversidade, de 1 g de mostra, realizarase a extraccién de ADN da
comunidade microbiana en 1g de mostra do sedimento, mediante un kit de illamento
de ADN en chans (Power Soil®) seguindo un protocolo optimizado (Ape et al., 2019),
determinando a pureza do ADN e a concentracién por espectrofotometria. As rexiéns
hipervariables V3-V4 do xene 16rRNA se amplificaran utilizando os cebadores 5'-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3' e 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3/, secuenciando a
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continuacién os produtos de PCR (Lukwambe et al., 2018).

Para a analise bioinformatica dos datos, como paso inicial a secuenciacion de lecturas
unirase con FLASH. A continuacidn, os arquivos Raw FASTQ procesaranse utilizando
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME versién 1.8.0) (Caporaso et al,,
2010). Os filotipos microbianos identificaronse mediante UCLUST e asignaranse a
unidades taxondémicas operativas (OTU, 97% de similitude). O nimero de OTU de cada
mostra utilizarase para representar a riqueza de especies (Lukwambe et al., 2018). A
asignacién taxonémica realizarase utilizando Greengenes 13.8 como base de datos de
referencia, e as abundancias en cada mostra normalizaranse ao nimero de secuencias
da mostra co menor numero de lecturas retidas (Ape et al., 2019).

ST1.2.4. Analise comparativa entre distintas zonas de mostraxe

Mediante ferramentas de analises bioinformatica e analise estatistica, levara a cabo
unha andlise comparativa entre o substrato das zonas de Pontevedra e Barallobre, o
que nos permitira identificar posibles especies bacterianas asociadas a supervivencia
dos moluscos, tanto boa como mala, que poderian pasar a formar parte do consorcio
bacteriano a utilizar na estratexia de biorremediacion.

Actividade 2. Illamento das bacterias prexudiciais e beneficiosas asociadas ao
cultivo da ameixa e do berberecho.

T2.1. Illamento bacteriano a partir de bivalvos.

Os moluscos seran recolleitos en varios puntos das rias galegas, e trasladados vivos
as instalacions do CETGA, onde se estabularan en caixas de cultivo para levar a cabo
0s ensaios posteriores. A sta chegada ao CETGA, levard a cabo o illamento e
identificacion das bacterias presentes nas mostras de ameixa e berberecho baixo as
condicions do momento de mostraxe, que seran adoptadas como condiciéns
ambientais normais, ou basales. Mostrearanse un total de 10 exemplares de cada lote.

A microbiota do tracto gastrointestinal dos mariscos pddese dividir en dous grupos
principais: a microbiota do lumen Gl (microbiota aléctona) e a microbiota adherente
a superficie da mucosa (microbiota autéctona). Co fin de illar ambos os grupos, a cada
exemplar, extraeranselle asépticamente o manto, hepatopancreas e branquia, que
seran homoxeneizados en solucién salina estéril para a sua sementa posterior. A
continuacion, mediante sementa en placas de agar con medios xerais e especificos,
illaranse as bacterias dos distintos grupos. Unha vez sementadas, as placas se
incubaran entre 2 e 7 dias a 25°C en aerobiosis, sendo observadas diariamente para
comprobar indicios de crecemento. En base as sUas caracteristicas morfoloxicas, cada
colonia de aspecto diferente serd resembrada para obter un cultivo puro, que serd
mantido en refrixeracion para levar a cabo as probas de caracterizacion.

-Illamento xeral de cepas bacterianas con protocolo estdndar. Sementaranse por
extensién alicuotas de 100 pl en placas de agar tripticasa soia (TSAm), agar sangue
(Columbia Agar, CA), medio de Flexibacter maritimum (FMM) e agar con Infusién
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Cerebro Corazon (BHIA) (Pronadisa), preparados segundo as instruciéns do fabricante,

engadindo un 1% extra de NaCl aos medios para facilitar o crecemento das bacterias
marifias con requirimentos extras deste compofiente.

-Illamento de bacterias acedo-lacticas. As bacterias acedo lacticas requiren medios
ricos en nutrientes para o seu crecemento e desenvolvemento, como son os
ambientes que imos estudar (Canak et al., 2024), polo que se illardn a partir de
seméntaa en placas de agar sangue, no que crecen ben as bacterias Gram positivas.
Seleccionaranse as bacterias catalasa negativas e Gram positivas, e confirmarase a
producién de acido lactico.

-lIllamento de bacterias oxidantes do xofre. Os compostos reducidos do xofre, por
exemplo o sulfuro de hidréxeno, son altamente reactivos e tdxicos. Como posible
solucién para retirar estes contaminantes do medio, proponse illar bacterias con
capacidade de oxidacion de xofre, que ademais poidan tamén tolerar cambios na
salinidade e a temperatura. A confirmacién de pertenza a este grupo levara a cabo
mediante probas de oxidacién de compostos de xofre.

De cada cultivo puro almacenarase unha alicuota en conxelacién a -80°C en BHI cun
15% de glicerol como crioprotector, creando asi un cepario que podera ser utilizado

posteriormente para a realizacién de distintos ensaios.

Actividade 3. Caracterizacidn e selecciéon de cepas probidticas.

T3.1. Caracterizacion de posibles cepas probidticas.

A seleccién de bacterias probidticas levard a cabo mediante distintas probas
encamifiadas a detectar varias caracteristicas nas bacterias illadas, responsables da
capacidade probidtica das bacterias e/o de biorremediaciéon do sedimento.

En base aos cofiecementos cos que contamos na actualidade, proponse illar
microorganismos que crezan en ambientes anoxixénicos ou sexan tolerantes a eles,
asi como a salinidade, e que a sua vez tefian o potencial de oxidar compostos do xofre,
que se pensa poderia estar en importantes cantidades nos sedimentos de cultivo de
ameixa e berberecho. Demostrouse que o sulfuro de hidréxeno é téxico para os
animais acudticos, xa que interfire na sta respiraciéon e metabolismo, asi como no seu
desenvolvemento xeral, provocando un aumento directo da mortalidade. As posibles
bacterias candidatas examinaranse en funcién da reduciéon do pH e seleccionaranse
bacterias oxidantes do xofre, que se someteran a probas de tolerancia 4 salinidade
seguindo metodoloxias descritas na bibliografia dispofiible (Shinde et ao., 2022).
Paralelamente, investigarase a capacidade proteolitica e lipolitica dos illados, de
forma similar a realizada en estudos de biorremediacién en lagostino (Litopenaeus
vannamei) (Ayuningrum et al., 2022; Zhu et al., 2019), que se tomara como modelo
para o desefio experimental do procedemento de biorremediacién.

Para enriquecer o consorcio bacteriano de interese, empregaranse tamén outros
métodos descritos na bibliografia (Tuyet et al., 2022).
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ST3.1.1. Actividade antimicrobiana e producion de substancias antibacterianas

Mediante ensaios de cohabitacion, analizarase a inhibicidon do crecemento xerada
polas distintas cepas probidticas illadas sobre as principais especies patéxenas que
afectan o cultivo da ameixa e berberecho. Utilizaranse metodoloxias baseadas na
difusion en agar dos sobrenadantes do cultivo das cepas bacterianas e a medicién de
halos de inhibicién (Bhakta et al., 2023; Shinde et al., 2022).

Unha vez seleccionadas as cepas con efecto inhibitorio sobre o crecemento das
diferentes cepas patdxenas, levarda a cabo a analise da producién de substancias
antibacterianas, seguindo a metodoloxia descrita por Nikoskelainen et al. (2001) con
pequenas modificacions descritas por Kim e Austin (2008). Estas probas
permitirannos avaliar se o efecto inhibitorio observado é debido a substancias
extracelulares que produce a bacteria durante o seu crecemento.

ST3.1.2. Ensaios de tolerancia ao pH

Analizarase a capacidade de crecemento das cepas en medios de cultivo con pH acedo
(simulando a secrecién aceda do tracto intestinal) ou bdsico. Estes ensaios permitiran
determinar de modo indirecto a capacidade de colonizacién do tracto gastrointestinal
(Bhakta et al., 2023).

Analizarase tamén a capacidade de crecemento das cepas en medios suplementados
con sales biliares, co fin de avaliar a capacidade de resistencia & accién das secreciéns
biliares.

ST3.1.3. Determinacion da hidrofobicidad celular

A determinacion da hidrofobicidad celular, que nos permitira cofiecer a capacidade de
adhesién aos tecidos das cepas illadas, levard a cabo mediante o método descrito por
Ocafa et al. (1999) de adhesion microbiana a hidrocarburos.

ST3.1.4. Ensaios de tolerancia a salinidade

Analizarase a capacidade de crecemento das cepas baixo distintas salinidades.

ST3.1.5. Capacidade de producion de acido lactico

A producién de acedo lactico confirmarase indirectamente mediante seméntaa en
placas de agar MRS (especialmente indicado para o crecemento e reconto de
Lactobacillus) con 0,1% de purpura de bromocresol, que é violeta a pH neutro e
amarelo a pH acedo, o que permite detectar a produciéon de acido polas distintas
cepas bacterianas.

ST3.1.6. Capacidade de oxidacion de compostos de xofreA capacidade de oxidacion
de compostos de xofre confirmarase mediante ensaios de detoxificacion de sulfuro
de hidroxeno (Shinde et al., 2022) e de oxidacion do tiosulfato a sulfato, mediante
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espectrofotometria tras a precipitacion con cloruro de bario (Cha et al 1999; Behera
et al. 2014).

T3.2. Identificacion das cepas probiodticas.

Unha vez realizada a caracterizacion in vitro das cepas potencialmente probiédticas,
as cepas seleccionadas seran identificadas mediante espectrometria de masas,
MALDITOF, e secuenciacion do xene ARN 16S, utilizando metodoloxias descritas na
Actividade 1.

T3.3. Formulacion e preparacion do consorcio de microorganismos (inéculo) ou
material (inorganico) a empregar para lavar a cabo a biorremediacion.

En funcién dos resultados das andlises realizadas, que permitirdn determinar os
factores limitantes que afectan o crecemento dos bivalvos, e en base aos
coflecementos cos que contamos na actualidade, definiranse as caracteristicas dos
microorganismos probidticos a empregar. Utilizando o software Minitab v.14 (paquete
estatistico que permite determinar, en funcién das stas capacidades, a combinacién
de bacterias a utilizar e as suas proporciéns) (Shinde et al., 2022), formularase o
consorcio de microorganismos a utilizar na estratexia de biorremediacién,
seleccionando os illados bacterianos que exercen reduciéns significativas no nivel de
pH, maior producién de idns de sulfato, tolerancia ao sal, non hemoliticos e non
toxicos en organismos marifos.

ST3.3.1. Confirmacion da inocuidade das cepas seleccionadas

Comprobarase a inocuidade das cepas seleccionadas como posibles cepas probidticas,
en ensaios de infeccién por inmersion con ameixas, levados a cabo no Laboratorio de
Experimentacion animal do CETGA.

Ademais, analizarase de modo indirecto a posible patoxenicidade mediante probas in
vitro (capacidade de hemdlises, posesion de xenes de virulencia,...).

ST3.3.2. Confirmacion da inexistencia de efectos antagénicos no consorcio
bacteriano

Tras a formulacién do consorcio bacteriano, levardn a cabo ensaios de antagonismo
ou inhibicién para confirmar que as mesturas sexan compatibles e asegurar asi o
crecemento de todos os microorganismos que formen parte do consorcio.

Actividade 4. Andlise do efecto da baixa salinidade sobre a abundancia de
bacterias probidticas asociadas ao cultivo da ameixa e do berberecho.

T4.1. Cultivo dos bivalvos baixo distintas salinidades.

A continuacion, levaran a cabo ensaios de cultivo das ameixas baixo diferentes
salinidades, analizando o efecto destes cambios sobre a viabilidade dos exemplares,
e sobre a abundancia das bacterias identificadas previamente. Deste xeito, a
informacion obtida podera ser utilizada para enriquecer o consorcio bacteriano,
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seleccionando bacterias que contribldan a proporcionar un mellor estado sanitario das
ameixas ante os cambios de salinidade.

Actividade 5. Ensaios de biorremediacién ambiental con cepas probidticas.

T5.1. Validacion da eficacia dos probidticos ou coctel de probiodticos baixo
condicidns de cultivo semiindustrial.

As cepas que obtivesen os mellores resultados in vitro respecto & sua caracterizacién
como potenciais probidticos, e que & sla vez mostrasen a sua inocuidade na tarefa
anterior, seran cultivadas para desenvolver un céctel de probidticos, cuxa eficacia
sera validada en ensaios de cultivo /n vivo de ameixas nas instalacions do CETGA, nos
que o coctel microbiano sera engadido ao substrato das ameixas, monitorizando a
continuacion o desenvolvemento do cultivo e realizando un seguimento da evolucion
dos parametros fisico-quimicos (contido de materia orgdnica, nitritos, amoniaco, pH...
) e bioldxicos (especies bacterianas presentes). Nestes ensaios incluirase un grupo
control en cuxo substrato non se engadirdn os probidticos, que serd analizado do
mesmo xeito que os lotes tratados.

ST5.1.1. Determinacion do mellor método de entrega dos probidticos

Analizaranse distintos métodos de entrega dos probiéticos:

-Pellets celulares en auga de mar filtrada (Zhang et al., 2021).

-Liofilizados, utilizada con frecuencia en ensaios no medio natural (Garcias-Bonet et
al., 2023).

-Vehiculizados en microalgas, para incrementar a estabilidade.

ST5.1.2. Optimizacion da composicion cualitativa e cuantitativa do consorcio de
probidticos

Analizarase o efecto de varios consorcios de probidticos, realizando os cambios
necesarios, tanto na composicidn como na concentracion, para incrementar a sua
eficacia.

T5.2. Validacion da eficacia do probidtico ou coctel de probidticos en condicions
de cultivo intensivo.

Os cocteles de probidticos que ofrecesen os mellores resultados nas probas in vitro
e na validacién preliminar in vivo levada a cabo na tarefa previa seran validadas no
medio natural, nos parques de cultivo das rias galegas, analizando a continuacién a
evolucién dos lotes tratados en comparacion con lotes non tratados. Analizarase o
efecto sobre o crecemento dos moluscos e o seu estado sanitario.

ST5.2.1. Determinacion do estado sanitario dos bivalvos unha vez implantada a
biorremediacion

Unha vez implantada a estratexia de biorremediacién, analizaranse a actividade
bactericida da hemolinfa, actividade fagocitica, actividade da superéxido dismutasa
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(SOD), capacidade antioxidante total, reconto total de hemocitos, e as actividades da
catalasa, fenoloxidasa e profenoloxidasa, pardametros que segundo a bibliografia ven

influenciados positivamente polos probidticos en varias especies de moluscos (Canak
et al., 2024).

ST5.2.2. Determinacion do efecto da estratexia de biorremediacion sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e bioloxicas do substrato

Tras a implantacion da estratexia de biorremediacién, repetiranse as andlises levadas
a cabo na Actividade 1, ao comezo do proxecto, comparando os resultados de ambas
as mostraxes para analizar a eficacia do proceso de biorremediacion.

A a-diversidade analizarase mediante o nimero de OTUs e os indices de uniformidade
de Chao1, Shannon-Wiener e Simpson. Utilizarase a proba t de Student para avaliar a
significacién estatistica das diferenzas entre as mostras dos distintos grupos. Para
avaliar o efecto do consorcio bacteriano sobre a composiciéon taxondémica e a
estrutura da comunidade bacteriana dos bivalvos, os datos analizaranse mediante
tres métodos estatisticos multivariantes non paramétricos (Procedemento de
Permutacion de Respostas Multiples [MRPP], Adonis e Analises de similitudes
[ANOSIM]) utilizando o indice de disimilitud de Bray-Curtis (Zhang et al., 2021;
Lukwambe et al., 2018).

Actividade 6. Plan de divulgacion dos resultados, detallando e especificando
individualmente os medios e alcance da publicacién autondémica, nacional ou
internacional.

O Plan de divulgacién desefiado para o proxecto BIOREM desenvolverase segundo un
plan de accién cuxos obxectivos son:

-Dar a cofiecer practicas e tecnoloxias innovadoras, para mellorar a sustentabilidade
e resiliencia fronte ao cambio climatico na actividade acuicola marisqueira.

-Transferir 4s empresas do sector os cofiecementos, produtos e tecnoloxias obtidos
a partir do proxecto, para incrementar a sua competitividade e produtividade.

-Aproveitar sinerxias con outros axentes da cadea de valor acuicola e potenciar a
comunicacién con grupos crave do sector.

-Ampliar o enfoque sobre a importancia da acuicultura e o impacto social.
Accions de divulgacion e difusion:

-Creacion de material de difusion: crearase un logo do proxecto que sirva como imaxe
corporativa propia.

-Publicidade a través das paxinas web dos socios do consorcio: manterase un sitio
web actualizado con informacién sobre o proxecto, resultados, informes e recursos
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para acceder a investigacion. Asi mesmo, tamén se dara difusién da concesién do
proxecto nas webs corporativas de todos os socios da agrupacion, incluindo unha
ligazén permanente as paxinas web do proxecto. Se se realizan eventos, seminarios
ou conferencias anunciaranse nestas.

-Divulgacién de noticias do proxecto a través de redes sociais: crearase unha conta de
Linkedin exclusiva para o proxecto, co propdsito de compartir actualizaciéns e
noticias pertinentes, para fomentar a interacciéon coa comunidade.

-Publicacion de artigos en prensa divulgativa, tanto en revistas do sector como
dirixidas ao publico en xeral: contactarase con medios xerais de noticias, asi como con
revistas especializadas do sector para a difusion das noticias e dos fitos mais
relevantes do proxecto, por exemplo: MisPeces, IPacuicultura, Fishealth Forum,
WeAreAquaculture etc. Ademais, contémplase a publicacion de polo menos 1 artigo
en revistas cientificas de alto impacto e acceso aberto, asi como a difusion a través
do repositorio institucional da universidade, tamén de acceso aberto.

-Realizacion de eventos de difusion e divulgacion de cofiecementos. Realizarase unha
xornada para dar a coflecer o proxecto. Ademais, levara a cabo un evento de difusién
final para dar a cofiecer os resultados definitivos obtidos durante o proxecto, dirixido
tanto ao publico en xeral, como ao persoal especializado do sector acuicola
-Asistencia a congresos especializados do sector acuicola: O consorcio participara en
eventos, seminarios e conferencias nacionais e internacionais relacionadas co sector
acuicola (Foro de Recursos Marifios e Rias Galegas, Foro Iberoamericano de Recursos
Marifios e Acuicultura, Congreso Nacional de Acuicultura, SeaFood Expo Global,
Aquafuture Spain, Aquaculture Europe...) para dar a cofiecer o proxecto e os seus
logros. Os resultados divulgaranse nun minimo de 2 congresos ou foros cientificos.

Que a Conselleria do Mar e o Centro Tecnoldxico do Cluster da Acuicultura consideran
esencial o establecemento de accions conxuntas de caracter colaborativo,
compartindo os riscos e obxectivos que permitan realizar os traballos no marco do
proxecto para realizar o estudo das estratexias de biorremediacion na ameixa
xaponesa e no berberecho.

Asinado por: PATRICIA GARCIA SANCHEZ

Cargo: Directora Xeral
Data e hora: 02/05/2025 12:14:38

Que os intereses converxentes das partes asinantes exclien o animo de lucro, e non
poden satisfacerse axeitadamente mediante a celebracién dun contrato dos
contemplados na Lei 9/2017, de 8 de novembro, de Contratos do Sector Publico, ou
doutro instrumento alleo & natureza estritamente convencional.

En atencién ao exposto, e a fin de dar cumprimento ao preceptuado no artigo 15.2 da
Lei 1/2016, de 18 de xaneiro, de transparencia e bo goberno, estimase xustificado o
recurso & sinatura do instrumento convencional que se pretende, con exclusion
doutras figuras.

E para que conste, asinase esta memoria, en Santiago de Compostela
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https://sede.xunta.gal/cve?idcve=rnyJdEeB5Fq1
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