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RESUMEN.-
Durante el 2012, el Laboratorio de Cultivos Marinos obtuvo bacterias aisladas de los

cultivos de microalgas. Se trabaj6é 60 colonias de los cultivos. Se confrontdé una a una las
colonias aisladas del cultivo de microalgas con las bacterias patdégenas tipo ATCC, estas
fueron: Flavobacterium psychrophilum, Aeromona hydrophila, Lactococcus garviaceae y
Vibrio herveyi. Solo una bacteria tuvo interaccién antagénica ya que formé el halo de
inhibicion.

La identificacion bioquimica se le realizé por colorimetria con el Api 20 NE y dio como
resultado Vibrio alginolyticus.

Palabras claves: colonia, bacterias patégenas, halo de inhibicién, interaccién antagonica.

ABSTRACT.-

During 2012, the Laboratory of Mariculture obtained bacterial isolates from microalgae
cultures. Sixty colonies were isolated. The isolated colonies were confronted against
Flavobacterium psychrophilum, Aeromona hydrophila, Vibrio herveyi and Lactococcus
garviaceae ATCC type pathogenic bacteria. Only one bacterium showed antagonistic
interaction forming the inhibition halo. Vibrio alginolyticus, was reported, by biochemical
identification using API 20 NE

Key words: colony, pathogenic bacteria, inhibition halo, antagonistic interaction.

! Bidloga. Investigadora del Instituto del Mar del Pera - IMARPE. Encargada del Laboratorio de Alimento Vivo.
Unidad de Investigaciones en Acuicultura. Apartado 22, Chuchito, Callao.
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1. INTRODUCCION.-

Los primeros estudios de bacterias marinas productoras de sustancias antibacterianas
fueron realizados por Rosenfell y Zobell (1974). Desde entonces la busqueda y
aislamientos en los ecosistemas marinos de bacterias marinas con actividad antagonica
sobre microorganismos de patégenos marinos y terrestres ha sido realizada por diversos
habitat, como agua de mar, sedimentos, fitoplancton, vertebrados e invertebrados.
Toranzo et al., (1982) Riquelme (1987).

Las interacciones antagbénicas por bacterias que inhibe el crecimiento de
microorganismos corresponden a un mecanismo que puede ayudar a mantener la
composicion de la especie bacteriana a nivel microescala. Lons & Azam (2001), ya sea
por competencia de nutriente, espacio, luz y o a través de la produccion de diversos
metabolitos secundarios entre ellos sustancias antibacterianas Dopazo et al., (1988)
Lemos et al., (1991).

El efecto antag6nico es muy frecuente en el ambiente marino y presentes por varios
grupos bacterianos Avendafio Herrera et al (2005). Se han identificado interacciones
antagonicas entre bacterias pelagicas y entre aquellas aisladas de la nieve. Long y Azam
(2001). También, bacterias asociadas a superficies de macroalgas Lemos et.al., (1985).

En este sentido, la competencia por el espacio y los nutrientes basicos es una poderosa
fuente selectiva que ha generado la evolucion de variedades y adaptaciones efectivas en
el habitad bacteriano. La competencia por prevalecer la especie dentro de una
comunidad de microorganismos es una importante fuerza selectiva que promueve la

biosintesis de los compuestos antimicrobianos.
2. MATERIAL Y METODOS
2.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS.-
Se trabaj6é con el remanente de las siembras de las siguientes microalgas:
Nannochloris oculata (Na), Nannocloropsis maculata (Np), Chaetoceros

gracilis, Isochrysis galbana, Tetracelmis tetratele, y Nannocloropsis sp. (Virrila)

en estrictas condiciones de asepsia.
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2.2.

Aislamiento de Bacterias Marinas
Se sembro el sobrante por individual una asada por el método de agotamiento
por estria en placas de agar marino a 25°C de 24 a 48 horas.

Una vez crecidas las colonias se selecciond por sus caracteristicas
morfologicas: forma, color y textura. Se rotulo y se traspaso cada una al agar
cepario para mantener y trabajar con ellas. Se obtuvo 60 colonias en total de

las diferentes microalgas.

Activacion de Bacterias Patdgenas

Se activd en caldo TSB mas Cloruro de Sodio las siguientes cepas patdégenas:
Pseudomona aeroginosa, Flavobacterium  psychrophilum, Aeromona
hydrophila, Lactococcus garviaceae, Vibrio herveyi. Estos organismos son una
donacion y son parte de la Coleccion del Cepario de Bacterias Marinas de

Instituto de Acuicultura de la Universidad de Santiago de Compostela, Espafia.

PRUEBAS DE EFECTO ANTAGONICO.
A las colonias seleccionadas se le realizé la técnica de multi- pocillos para

verificar la respuesta cualitativa antagénica

2.2.1. Técnicas de identificacion:

A las cepas patégenas, se le estandarizo por individual en medio liquido y se
utilizo el Standard de Mc Farland 0,5 equivalente a 1x10® UFC/mL, luego se
inocularon con un aplicador de algodon estéril en una placa petri de Agar

Marino. Se realiz6 el siguiente procedimiento:

Método de agar por difusion en pocillos:

A las placas petri con Medio solido Agar marino cultivada con el
microorganismo patégeno, se procedi6 a cortar el agar mediante un
sacabocados estéril formando un diametro de 7mm de diametro separados
entre si por 20 mm. A cada placa se le realiz6 siete orificios.

En cada pocillo se le adicion6 por separado 50 pl del cultivo de las diferentes

cepas nativas aislada de las diferentes microalgas. Fig. 1.
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3. RESULTADOS

De las sesenta colonias aisladas y confrontadas una a una con las 5 cepas patégenas
tipo ATCC, se obtuvo una bacteria que manifestd respuesta antaglnica. Este
microorganismo fue aislado del cultivo de la microalga Isochysis galbana y confrontada
con la bacteria patégena Flavobacterium psychrophilum, como se muestra en la fig.1.

Esta bacteria tuvo las siguientes caracteristicas: Colonia redonda, cremosa, amarilla
pequefia (Crcap). Se le realiz6 la prueba de oxidasa con las cintas la identificacion
bioguimica con ayuda del KIT rapido APl 20NE, incubada a 31°C por 24 y 48 horas. Se

realizé las lecturas con el manual Api al 1° dia y al 2° dia, result6 Vibrio alginolyticus.

PRESENCIA
DE HALO DE
INHIBICION

4. DISCUSION

La presencia de bacterias en relacion al fitoplancton se considerada un fenémeno natural
tal como describe RIQUELME et al. (1987), poniendo en evidencia que la mayor densidad
de bacterioplancton ocurre solo después de la maxima produccion de fitoplancton,
sugiriendo que este aumento bacteriano se produce por la utilizacion de fitoplancton

muerto y detritus.
La presencia de la bacteria del género Vibrio alginolyticus aislada del remanente del

cultivo de Isochysis galbana, confrontado con el Flavobacterium psychrophilum se

presencié una respuesta antagonica y respondié a una competencia de nutriente y
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espacio. De esta forma, los organismos evolucionan y desarrollan mecanismos de
produccidn de sustancias con actividad antibiética tal como lo describe FREDRICKSON &
STEPHANOPOULOS (1981).

5. CONCLUSIONES

Todas las bacterias que respondieron a la actividad antagonica son posibles potenciales
probidticos.
Se requiere de estudios mas complejos sobre la complejidad de estas interacciones

antagonicas y del metabolismo del grupo bacteriano que fue inhibido.
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7.ANEXOS

Tabla 1. Galeria APl 20 NE incluye 20 microtubos que contienen sustratos

deshidratados:

TEST COMPONENTES Rx alas 24 Rx a las 48
ACTIVOS Horas Horas
NO3 Nitrato potasico + +
TRP L- triptéfano + +
GLU D- glucosa + +
ADH L- arginina - -
URE Urea - -
ESC Esculina Citrato + +
Férrico
GEL Gelatina + +
PNPG 4- nitrofenil-BD- + +
galactopiranosida
GLU D-glucosa + +
ARA L- arabinosa - -
MNE D-manosa - -
MAN D-manitol + +
NAG N-acetil-glucosa - -
MAL D-maltosa - -
GNT gluconato potéasico + +
CAP acido caprico - -
ADI acido adipico - -
MLT acido malico + +
CIT citrato trisédico - -
PAC acido fenilacético - -
OX. oxidasa + +

Resultado: Vibrio alginolyticus al 92.7%
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