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RESUMEN

Las diatomeas bentdnicas forman biopeliculas debido a las sustancias que
secretan, que les permite mantenerse adheridas al sustrato. A ellas se aso-
cian bacterias que, dada las condiciones no axénicas de los cultivos, pue-
den alterar el valor nutricional de las mismas. El objetivo del presente
trabajo fue caracterizar la microbiota bacteriana asociada a los cultivos de
las microalgas bentdnicas Navicula germanopolonica y Amphora sp., espe-
cies utilizadas para la precria del camarén en cultivo. Se aislaron e identi-
ficaron las 10 colonias mas abundantes que aparecieron en los cultivos de
cada especie. Las caracteristicas macro y microscopicas se determinaron
por el método de Brown (2012) y para la identificacién se empled la meto-
dologia API 20 NE y API 50 CHB para bacilos Gram negativos no entero-
bacterias y bacilos esporulados Gram positivos respectivamente. Se deter-
minaron las actividades antibacteriana, amilolitica, hemolitica, proteoliti-
cay lipolitica de algunas cepas. El alto porcentaje de bacilos Gram positi-
vos esporulados, asociados a los cultivos de las microalgas estudiadas, le
confieren un efecto probidtico cuando éstos se utilizan en la alimentacion
de organismos acuaticos. Las bacterias del género Bacillus fueron las mas
abundantes y las de mayores capacidades bioactivas por lo que resultan
una fuente potencial de obtencion de estas sustancias. La microbiota bac-
teriana que se encontr6 en los cultivos de N. germanopolonica'y Amphora
sp., evidencian las potencialidades de la misma ya que en la actualidad se
ha incrementado la busqueda de sustancias de interés a partir de fuentes
marinas.

PALABRAS CLAVE: : microbiota bacteriana, cultivo de microalgas, caracteri-
zacion Dbacteriana, diatomeas bentonicas, Navicula germanopolonica,

Amphora sp.

ABSTRACT

Benthic diatoms forms biofilms due to secrete substances, which allows them to
remain adhered to the substratum. These microalgae have associated bacteria, that
given the non axenic conditions of the cultures can alter the nutritional value.
The aim of the present work was to characterize the bacterial microbiota associat-
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ed to the cultures of the benthic microalgae Navicula germanopolonica and Amphora sp., species used for the shrimp hatch-
ery. They were isolated and it identified the 10 more abundant colonies that it appeared in the cultures of each species. The char-
acteristic macro and microscopic they were determined by the Brown method (2012) and for the identification the methodology
API was used 20 NE and API 50 CHB for bacteria non-enteric Gram negative rods and Gram positive sporulated rods respec-
tively. The activities antibacterial, amilolitic hemolitic, proteolitic and lipolitic of some stumps were determined. The high per-
centage of sporulating Gram positive bacilli, associated to the cultures of the studied microalgae, confers him an probiotic effect
when these are used in the feeding of aquatic organisms. The bacteria of the genero Bacillus was the most abundant and those of
more capacities bioactivity for what they are a potential source of obtaining of these substances. The bacterial microbiota that
was in the cultures of N. germanopolonica and Amphora sp., they evidence the potentialities of the same one since at the
present time the search of substances of interest it has been increased starting from marine sources.

KEYWORDS: bacterial microbiota, microalgae culture, bacterial characterization, benthic diatoms, Navicula germanopolonica,

Amphora sp.

INTRODUCCION

Se conoce la importancia que tiene el cul-
tivo de alimento vivo, y en particular de las
microalgas, en el desarrollo de la acuicultura
debido a que son nutricionalmente apropia-
das para los organismos en cultivo por su
composicion bioquimica, tamafio adecuado,
son faciles de ingerir y con ellas se pueden
lograr producciones masivas. Los cultivos
masivos no son axénicos debido a las condi-
ciones en que se desarrollan y a que las mi-
croalgas secretan sustancias que estimulan el
crecimiento bacteriano. La interaccion bacte-
ria-microalga es reciproca y estd determinada
principalmente por la utilizacion y produc-
cion de carbono organico disuelto (Riquelme
y Avendano-Herrera, 2003). También se su-
giere que la superficie de células libres podria
proveer un microambiente para los procesos
bacterianos como la fijacion de nitrégeno
(Riquelme y Araya, 2006). Hainse y Guillard
(1974) plantearon que las bacterias aportan
sustancias promotoras del crecimiento, tales
como vitaminas, que estimulan el desarrollo
del fitoplancton.

Otros autores sefialan propiedades nutri-
tivas de las bacterias, siendo propuestas como
un suplemento benéfico en la alimentacion de

moluscos bivalvos (Avendano-Herrera et al.,
2003; Paillard et al., 2004). Ejemplo de éstos
son los trabajos de Sarkis et al. (2006), von
Brand et al. (2006) y Rojas et al. (2009),
quienes evidenciaron que los agregados
microbianos son una importante fuente de
nutricion ~ para  pectinidos.  Similares
resultados sefialaron Rico-Villa et al. (2006) al
evaluar la composicion bioquimica de las
bacterias presentes en el agua de los cultivos
de Crassostrea gigas, donde describen una
alta composicion proteica y de aminodacidos
esenciales.

Las microalgas, al tener asociadas bacte-
rias, pueden ser una via de incorporacion de
bacterias beneficiosas (Miranda et al., 2009).
Esas bacterias pueden ser capaces de aportar
elementos nutricionales o producir sustanci-
as que inhiban el crecimiento de otros organ-
ismos mediante la produccion de sustancias
bactericidas (Merrifield et al., 2009; Gomes et al.,
2009) o también inhibir bacterias patogenas a
través de mecanismos de exclusion competitiva
(Michaud, 2007).

Las diatomeas bentonicas forman agregados
debido a las sustancias que secretan, que hace que
se desarrollen junto a ellas otros microorganismos.
Cambios en esas biopeliculas, como densidad
celular, polisacaridos extracelulares o aso-
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ciacion de bacterias, son reconocidos que
afectan el valor nutricional de las microalgas
(Daume et al., 2000; Searcy-Bernal et al., 2001;
Daume, 2006).

El objetivo del presente trabajo fue carac-
terizar la microbiota bacteriana asociada a los
cultivos de las microalgas bentdnicas Navicula
germanopolica y Amphora sp. en el escalado pro-
gresivo de los cultivos.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el

Centro de Produccion de Postlarvas
“Yaguacam” en la provincia de Cienfuegos,
Cuba, donde se utilizaron los cultivos ruti-
narios que se realizan en el area de Fitoplanc-
ton y la caracterizacion de las cepas bacteri-
anas se realizo en el Centro de Bioproductos
Marinos  del

Ministerio de  Ciencia,

Tecnologia y Medio Ambiente de Cuba.

Cultivos de microalgas

Las especies de diatomeas bentonicas
que se utilizron en el presente estudio fueron
Navicula germanopolonica Witkowski &
(Lange-Bertalot, 1993) vy
Amphora sp. (Round et al. 1990), ambas ais-
ladas de los estanques de reproductores del
Centro de Produccion de Postlarvas
“Yaguacam”. Estos cultivos monoalgales se
encuentran en el cepario de dicho Centro con
las claves NA-G y AM-X.

Para los cultivos de las dos especies de
microalgas se empled la técnica del aumen-
to progresivo de volumen, que parte de
volimenes pequefios (200 ml) hasta llegar
a los cultivos masivos en 200 L
volumenes intermedios fueron de 2 y 15 1.
El inéculo que se utilizé fue siempre en
fase exponencial y se afiadié del mismo el
10 % del volumen que se iba a preparar.

Lange Bertalot

Los

HERNANDEZ-ZULUETA ¢ LEAL

Las condiciones de esterilizacion, temper-
atura, iluminacion, salinidad, entre otras, en
que se desarrollaron los cultivos fueron las
mismas que se utilizan para el sistema
productivo. La temperatura se mantuvo en 25
+ 1 °C. El agua salada, ajustada a 35 %o, se fil-
tré primeramente por arena, después por fil-
tros de cartucho de 1y 0.22 pum de retencion y
por ultimo se pasd por lampara de luz ultravi-
oleta a 2 750 A. Posteriormente el agua que se
empleo en los volimenes de 200 ml y 2 1 se
esterilizd en autoclave a 1.5 kg.cm? por 15
minutos y la que se uso6 en los volimenes de
15 y 200 1 se le adiciond hipoclorito de sodio
comercial al 5 % a razon de 1 ml.1". Para elim-
inar el cloro residual se agreg6 tiosulfato de
sodio a 0.025 g.I'%.

La concentracion de las microalgas se de-
termino por conteo directo bajo el microsco-
pio con el empleo de un hematocitometro
Neubauer.

Se empled el medio Guillard h (Guillard,
1975) para los cultivos de las microalgas en
los volimenes de 200 ml, 2 y 151y la férmula
de fertilizacion en los de 200 I (GEDECAM,
2009).

Los frascos fueron colocados en estantes
portaldmparas ubicados en el drea climatiza-
da de producciéon de cultivos de microalgas
donde recibian luz continua, proveniente de
lamparas fluorescentes, que les proporciona-
ban 2 000 lux (40 umol.m2.s?) de intensidad
luminosa. La temperatura se mantuvo en 25 +
1 °Cy se les suministraba aireacion vigorosa y
constante.

Se realizaron tres réplicas de cada cultivo.

Aislamiento y caracterizacion de los ais-
lados bacterianos

Para el andlisis microbioldgico las mues-
tras se tomaron durante la fase exponencial
de los cultivos de microalgas. De cada una se
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hicieron 15 réplicas en placas Petri.

El procesamiento de las muestras se re-
alizé por diluciones seriadas en agua de mar
estéril desde 1:10 hasta 1:10 000 y se inocu-
laron a razén de 100 pl por placa, dis-
persandolas por la superficie con una espatu-
la de Drigalsky sobre los medios Agar Nutri-
ente (Biocen), Agar Triptona Soya (Biocen)
suplementados con un 2 % de NaCl y Agar
Marino 2216E (Zobell, 1946) preparado con
agua de mar a 35 %o. El recuento de Unida-
des Formadoras de Colonias (UFC/ml) por
placa se realiz6 utilizando un contador Bio-
block Scientific, Pool Bioanalist a las 48 h de
incubacién. Se emplearon como controles el
medio Guillard h y la féormula de fertiliza-
cién sin inocular, segiin fuera el volumen
que se sometiera a estudio.

Se eligieron las 10 colonias mds abun-
dantes y representativas de cada cultivo de
microalga de acuerdo a su frecuencia de apa-
ricion. Estas colonias se aislaron por agota-
miento en placas con medio Agar Nutriente
preparado con un 2 % de NaCl. Las carac-
teristicas macro y microscdpicas de las mis-
mas fueron descritas con el empleo del mi-
croscopio estereoscopico Olympus y del mi-
croscopio Optico Olympus BH-2, donde se
utilizé un ocular 40X con objetivo 12X, segiin
la metodologia descrita por Brown (2012). La
verificacion de la pureza se realizd mediante
criterios morfologicos, culturales y ob-
servaciones al microscopio dptico. Se le de-
terminaron las caracteristicas morfocul-
turales (forma, tamafio, cromogénesis, opaci-
dad, elevacion, superficie, bordes y consis-
tencia) y morfotintoriales.

Las cepas aisladas se mantuvieron en
medio Agar Nutriente por el método de sub-
cultivos. Cuando se aprecio el crecimiento de
la biomasa (+ 24 h), los mismos fueron
cubiertos con aceite mineral estéril. Esta

HERNANDEZ-ZULUETA ¢ LEAL

operacion se realizd por triplicado para cada
uno de ellos. Posteriormente se depositaron
y registraron en el cepario del Centro de Bi-
oproductos Marinos.

Clasificacion taxonomica de los aisla-
dos bacterianos

Para la clasificacién taxondmica, a las 10
colonias aisladas de cada cultivo se les re-
alizaron las pruebas morfoldgicas, culturales,
fisiologicas y bioquimicas sugeridas en el
Manual de Bergey (Garrity, 2004). Se pro-
cedio a la identificacion hasta el nivel de es-
pecie segiin la metodologia de API 20 NE
para bacterias no entéricas Gram negativas y
de API 50 CHB (bioMérieux, France) para
bacilos esporulados Gram positivos. Se
aplico el software de identificacion bacteri-
ana APILAB Plus que consta de una base de
datos que permite identificar las diferentes
especies de bacterias Gram negativas no en-
terobacterias e interpreta los
bioquimicos obtenidos en las galerias de
identificaciéon. Este software clasifica las
identificaciones de las bacterias heterdtrofas
en excelente, muy buena y buena identifica-

perfiles

cién teniendo en cuenta: el porcentaje de
identificacion respecto a los diferentes taxo-
nes de la base de datos API y la proximidad
del perfil observado respecto al perfil mas
tipico de cada taxén (APILAB Plus, 2001).

Bioactividad de las cepas bacterianas

Se determinaron las actividades antibac-
teriana, amilolitica, hemolitica, proteolitica y
lipolitica a las cepas bacterianas identifica-
das. Las determinaciones se realizaron haci-
endo siembras en placas, en estrias y se revis-
aron a las 72 horas.

La actividad antibacteriana se determind
por el método de difusion en placa donde se
utilizé el medio Agar Nutriente (con 2 % de
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Tabla 1. Concentracion de la microalga Navicula germanopolonica (x 103 cel. ml'+ DS) y concentracién bacteriana en tres me-
dios de cultivo(x 106 UFC.ml1+ DS), en diferentes voliumenes del escalado progresivo. Letras diferentes indican diferencias

significativas (a > b).

Volumen de Concentracion

Concentracion bacteriana

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Nutriente

Agar Triptona Soya  Agar Marino2216E

cultivo de la microalga
200 ml 243 2+29.00
21 255 2+52.00
151 237 2+34.00
2001 193 ®* + 37.00

104.80 °+ 8.31
104.66 ® +17.92
114.80 +11.26
130.80 2+ 18.26

101.20 ®+12.78
107.33 ®+£13.97
110.66 >+ 13.88
134.66 2+ 20.88

108.53 ® £ 10.57
104.26 >+ 13.13
105.33 >+ 11.93
133.33 2+ 17.93

NaCl) y el empleo de bloques de agar con los
cultivos a evaluar. Se tomd como criterio de
actividad la presencia de un halo de inhibi-
cién mayor de 1 cm (Nacleiro, 1993). Para
medir esta actividad se emplearon las cepas
patdgenas: Vibrio anguillarum ATCC 19264
(procedente de American Type Culture Col-
lection), V. campbellii ATCC 25920, V.
metschnikovii ATCC 11170, V. ordalii
NCIMB 2167 (de la National Collection of
Marine and Industrial Bacteria), V. para-
hemolyticus ATCC 17803, V. splendidus
ATCC 33125 y V. vulnificus ATCC 27562,
suministradas por el Laboratorio de Microbi-
ologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile. Para el control positivo se utilizd
kanamicina a una concentraciéon de 30 mg.L-!

y el control negativo fue con Aeromonas
hydrophila ATCC 356.

La actividad amilolitica se determind a
través de la inoculacion en medio Agar
Almidéon (Barrow and Feltham, 1993). Se
aplicé una solucion de lugol de Gram sobre
el crecimiento bacteriano para evaluar la
presencia de zonas incoloras o claras que
indicaran la hidrdlisis del almidén (Harrigan
y McCance, 1968). La actividad hemolitica
se determin¢ a través de la inoculacion en
medio Agar Sangre (Harrigan y McCance,
1968; Cartaya, 2006) realizado con 5 % de
sangre humana. Las zonas claras en torno a
las colonias indicaron actividad hemolitica
positiva. La actividad proteolitica se deter-
mind a través de la inoculacién en medio

Tabla 2. Concentracion de la microalga Amphora sp. (x 10° cel. ml* = DS) y concentracion bacteriana en tres medios de cultivo
(x 106 UFC.ml* = DS),en diferentes voliimenes del escalado progresivo. Letras diferentes indican diferencias significativas

(a>b).

Concentracion bacteriana

Volumen del Concentracion

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Nutriente

Agar Triptona Soya Agar Marino2216E

cultivo de la microalga
200 ml 2512£21.00
21 269 = £47.00
151 236 2+21.00
2001 205 °+21.00

106.13 ®+ 14.01
109.66 ® + 10.01
114.06 ®+ 13.96

139.53 2+ 2351

109.73 ®+24.86
107.46 ®+ 11.68
112.86 ®+10.47
137.20 2+ 19.72

112.13 £ 13.15
113.73 £ 13.89
117.66 ®+ 14.82
144.06 2+ 21.05
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Tabla 3. Caracteristicas morfoculturales de los aislados microbianos obtenidos de los cultivos de Navicula germanopolonica.

Cepa Forma Tamaiio Cromogén esis Opacidad Elevacion Superficie Bordes Consistencia
CIM-16 # # EEEE # # # # #
CIM-17 H% #% LR H% H% H% # #
CIM-18 R LR H% # # H% H% #
CIM-19 H% #% H% H% LR # % H%
CIM-20 R LR H% # o H% LR #
CIM-41 H% LR H% # # H% # H%
CIM-42 R #% R # Aok # % #
CIM-43 H% LR H% # # Rk # %
CIM-44 LR #% # H% # LR % #
CIM-45 H% LR H% # LR Rk # %

Forma: concéntrica (*), redonda (**), redonda de margenes rizados (***), redonda de margenes radiales (****)

Tamafo: pequefia (*), mediana (**), grande (***), puntiforme (****)

Cromogénesis: amarilla (*), blanca (**), anaranjada (***), crema (****)

Opacidad: opaca (*), translacida (**)

Elevacién: convexa (*), elevada (**), prominente (***), plana (***)
Superficie: mate (), lisa (**), brillante (***), rugosa (****)

Bordes: entero (*), irregular (**), ondulado (***), lobulado (****)
Consistencia: mantecosa (*), viscosa (**), granulienta (***)

Agar Leche (Harrigan y McCance, 1968;
Cartaya, 2006). Las colonias que presentaron
halos indicaron la hidrolisis de la caseina. La
actividad lipolitica se determiné a través de
la inoculacion en medio Tween 80 (Barrow
and Feltham, 1993). Las colonias que presen-
taron halos opacos alrededor del crecimiento
bacteriano indicaron la hidrdlisis del Tween
80.

Para las actividades amilolitica, proteoli-
tica y lipolitica se emplearon como controles
positivo y negativo Bacillus amyloliquefa-
ciens ATCC 23350 y Moraxella cavine ATCC
14659 respectivamente. Para la hemolitica se
utilizéd como control positivo Streptococcus
pyogenes ATCC 700294 y el negativo Strepto-
coccus salivarius ATCC 13419.

Analisis estadistico

A los datos se les comprobo la normali-
dad de acuerdo a la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianzas a

través de la prueba de Bartlett. Los datos que
se alejaron de la normalidad y la homogenei-
dad se transformaron a In. Se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) unifactorial
para comparar las concentraciones algales en
los diferentes volimenes y bifactorial para
comparar la concentraciéon bacteriana a
diferentes volimenes en tres medios de culti-
vo. Se utilizd la prueba de Tukey como prue-
ba a posteriori para establecer diferencias
entre los tratamientos. Se consideraron
diferencias significativas cuando p < 0.05,
con un nivel de confianza del 95 %. Los
analisis estadisticos se realizaron mediante el
uso de Statistica7.1.

RESULTADOS

Cultivos de las microalgas

La concentracion de la microalga Navicu-
la germanopolonica (Tabla 1) fue significa-
tivamente menor en el volumen de 200 1 con
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Tabla 4. Clasificacién taxonémica de las bacterias aisladas de los cultivos de Navicula germanopolonica segiin la metodologia
de API 20 NE para bacterias no entéricas Gram negativas y de API 50 CHB para bacilos esporulados Gram positivos. % Ident:
porcentaje de identificacion respecto a los diferentes taxones de la base de datos API, T: proximidad del perfil observado res-

pecto al perfil mas tipico de cada taxon.

Clasificacion Cepa %o Ident T

Aeromonas caviae Popoff, 1984 CIM-45 97.8 0.95
Bacillus cereus Frankland y Frankland. 1887 CIM-44 99.6 0.98
Bacillus coagulans Hammer,1915 CIM-43 99.2 0.86
Bacillus firmus Bredemann v Wermer, 1933 CIM-16 96.6 0.57
Bacillus [entus Gibson, 1935 CIM-17 97.2 0.89
Bacillus megaterium de Bary, 1884 CIM-42 94.2 0.49
Bacillus pumilus Meyer v Gottheil, 1901 CIM-18 99.9 0.69
Bacillus smithii Nakamura er al, 1988 CIM-19 999 1.00
Bacillus subtilis Cohn, 1872 CIM-20 91.3 0.98
Moraxella lacunatal. woff, 1939 CIM-41 98.4 0.72

Excelente identificacion % ident>99.9y T>0.75 Muy buena identificacion % ident>99.0 y T> 0.5

Buena identificacion % ident >90.0 y T > 0.25

respecto al resto de los volumenes (F = 24.7,
p < 0.001). Por otra parte, la concentracién
bacteriana asociada a esta especie fue signifi-
cativamente mayor a ese volumen (F = 34.13,
p < 0.01), no existiendo diferencias entre los
medios utilizados (F = 0.00, p = 1.0) ni inter-
accion entre los factores (F = 0.97, p = 0.45).

En el caso de los cultivos de Amphora
sp., la concentracién de esta diatomea fue
significativamente menor en los 200 1 (Tabla
2) con respecto al resto de los otros volime-
nes (F = 17.1, p < 0.001). La concentracion
bacteriana presente fue significativamente
mayor a ese mismo volumen (F = 32.75, p <
0.01), no existiendo diferencias significativas
entre los medios de cultivo (F = 2.06, p =
0.13) ni interaccion entre los dos factores (F =
0.07, p=0.99).

Aislamiento e identificacion microbiana

Los aislados microbianos en los cultivos
de N. germanopolonica mostraron que el 80 %
del total de bacterias corresponden a bacilos
esporulados Gram positivos y el restante a
bacilos Gram negativos. En la Tabla 3 se ob-

servan las caracteristicas morfoculturales de
los aislados microbianos encontrados en los
cultivos, que facilitaron su identificacion. Se
aislaron e identificaron un total de 10 espe-
cies de bacterias asociadas a los cultivos de
esta especie de microalga, las que se mues-
tran en la Tabla 4. En los cultivos de Amphora
sp. €l 90 % de los aislados bacterianos corres-
pondieron a bacilos esporulados Gram posi-
tivos y el resto a bacilos Gram negativos. En
la Tabla 5 se muestran las caracteristicas
morfoculturales de los aislados microbianos
que permitieron su identificacién. Se aislaron
e identificaron 10 cepas de bacterias asocia-
das al cultivo de esta especie (Tabla 6). Como
se aprecia, la identificacion fue de muy bue-
na a excelente segin indica el valor T de la
proximidad del perfil observado, que en to-
dos los casos fue mayor que 0.5 (APILAB
Plus, 2001).

Bioactividad microbiana

En las tablas que se exponen a contin-
uacion solo se citan las especies que tuvieron
alguna bioactividad.
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Tabla 5. Caracteristicas morfoculturales de los aislados microbianos obtenidos de los cultivos de Amphora sp.

Cepa Forma Tamafio Cromogenesis Opacidad Elevacion Superficie Bordes Consistencia
CIM-01 & sookokok *® wkk wkk sookokok sookokok *
CIM-02 Ak * ok w3 ok ok ok *
CIM-03 ® ok ok * LEE Hokk sk sk
CIM-04 Ak % ok * * sofetesk ofete *
CIM-05 # e ook * gk * * *
CIM-36 o ek dedkkok * * ok ok *
CIM-37 & ok ok * * * * *
CIM-38 Ak Ak ok * Ak ok * *
CIM-39 HakE ok * * * ok o ok
CIM-40 Ak ok Ak Ak Hk ok otk *

Forma: concéntrica (*), redonda (**), redonda de margenes rizados (***), redonda de margenes radiales (****)

Tamario: pequefia (*), mediana (**), grande (***), puntiforme (****)

Cromogénesis: amarilla (*), blanca (**), anaranjada (***), crema (****)

Opacidad: opaca (*), transltcida (**)

Elevacién: convexa (*), elevada (**), prominente (***), plana (****)

Superficie: mate (*), lisa (**), brillante (***), rugosa (****)
Bordes: entero (¥), irregular (**), ondulado (***), lobulado (****)
Consistencia: mantecosa (*), viscosa (**), granulienta (***)

Las especies Bacillus megaterium y B. sub-
tilis mostraron mayor actividad antibacteria-
na en los cultivos de N. germanopolonica
(Tabla 7) y ambas lo fueron frente a los paté-
genos Vibrio campbellii, V. metschnikovii y V.
splendidus. Estas dos especies de Bacillus
también fueron las que mayor bioactividad
mostraron, junto a B. coagulans, B. firmus y B.
pumilus (Tabla 8).

La actividad antibacteriana en los cultivos
de Amphora sp. mostraron que B. megaterium y B.
thuringiensis fueron las especies que mayor inhi-
bicion tuvieron ante los patdgenos a que se so-
metieron (Tabla 9). Con respecto a la bioactivi-
dad presentada por los aislados microbianos, se
observa en la Tabla 10 que los de mayor activi-
dad fueron las especies B. subtilis, B. thurigiensis y
B. polymyxa que presentaron actividades amiloli-
tica, hemolitica, proteolitica y lipolitica.

DISCUSION

La concentraciéon de las microalgas de-
crece en los cultivos de 200 1 para las dos es-
pecies. Esto es debido a que, para ese volu-
men, se emplean foérmulas de fertilizacion
que no tienen todos los elementos del medio
de cultivo Guillard h que se utiliza para los
volumenes hasta 15 1. También influye que el
aprovechamiento de la luz no es el mismo
que a volumenes mas pequenios donde es
mas eficiente la utilizacion de la energia lu-
minosa para realizar la fotosintesis. Ademas,
como se pudo observar, la concentracion
bacteriana es mayor a ese volumen porque,
aunque el agua es filtrada y clorada, las con-
diciones de asepsia son menores que en los
cultivos a voliumenes menores. Al parecer la
composicion organica de la féormula utiliza-
da en 200 I favorece el crecimiento y desarro-
llo de bacterias heteroétrofas y también indica
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Tabla 6. Clasificacion taxonémica de las bacterias aisladas de los cultivos de Amphora sp. seglin la metodologia de API 20 NE
para bacterias no entéricas Gram negativas y de API 50 CHB para bacilos esporulados Gram positivos. % Ident: porcentaje de
identificacion respecto a los diferentes taxones de la base de datos API, T: proximidad del perfil observado respecto al perfil

mas tipico de cada taxén.

Clasificacion Cepa % Ident T

Aeromonas hydrophila Stanier, 1943 CIM-36 99.2 0.85
Aneurinibacillus aneurinolyticus Kimura y Aoyama, 1952 CIM-01 99.9 0.82
Bacillus cereus Frankland y Frankland, 1887 CIM-02 97.4 0.70
Bacillus coagulans Hammer,1915 CIM-03 99.7 0.85
Bacillus lentus Gibson, 1935 CIM-39 99.9 0.78
Bacillus licheniformis Chester, 1901 CIM-04 99.9 0.98
Bacillus megaterium de Bary, 1884 CIM-05 99.8 0.90
Bacillus polymyxa Macé, 1889 CIM-40 981 0.56
Bacillus subtilis Cohn, 1872 CIM-37 98.3 0.73
Bacillus thuringiensis Berlinger,1915 CIM-38 99.4 0.89

Excelente identificacién % ident>99.9y T>0.75 Muy buena identificacién % ident>99.0 y T > 0.5

Buena identificacion % ident > 90.0 y T > 0.25

que no existe un efecto de inhibicion del cre-
cimiento por exceso de sustrato.

No existieron diferencias entre los me-
dios de cultivo utilizados para las bacterias,
debido a que la composicion de macronu-
trientes, micronutrientes y factores de creci-
miento es similar en los tres. Se debe selec-
cionar un medio de cultivo que sea eficiente
y econdmico ya que el control de las bacte-
rias se incluye en la rutina de produccion y
es necesario mantener un estricto control
microbioldgico en los cultivos relacionados
con la produccién de alimento para organis-
mos marinos. De acuerdo a los resultados

obtenidos se puede proponer el empleo del
medio Agar Triptona Soya y del Agar Nu-
triente, debido a que éstos medios son de
produccion nacional y posibilitan la sustitu-
cion de importaciones.

De acuerdo a las concentraciones celula-
res obtenidas, la composicion y concen-
tracion de los componentes organicos e in-
organicos de los cultivos es la adecuada para
favorecer el crecimiento de ambas. Por lo an-
terior, se considera que existe una relacion de
mutualismo microalga-bacteria mediante la
produccién y consumo de carbono organico
extracelular, la que puede afectarse en condi-

Tabla 7. Actividad antibacteriana de algunas de las cepas aisladas en los cultivos de Navicula germanopolonica frente a pato-
genos. V.a: Vibrio anguillarum ATCC19264; V.c: Vibrio campbellii ATCC 25920; V.m: Vibrio metschnikovii ATCC 11170; V.o:
Vibrio ordalii NCIMB 2167; V.p: Vibrio parahemolyticus ATCC 17803; V.s. Vibrio splendidus ATCC 33125; V.v. Vibrio vulnificus

ATCC 27562.
Especies V.a V.e V.m V.o V.p V.s Vv
Bacillus firmus ++ - - - + - -
Bacillus megaterium - +++ ++ - - +++ -
Bacillus subtilis - 4+ ++ - - +++ -

Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 11- 15; ++: >15-20; +++: > 20; -: no inhibicion.
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Tabla 8. Bioactividades presentadas por los aislados microbianos procedentes de los cultivos de Navicula germanopolonica. +:

presencia de actividad, -: ausencia de actividad

Especies Cepas Bioactividades
Amilolitica Hemolitica Proteolitica Lipolitica

Aeromonas caviae CIM-45 - - - -
Bacillus cereus CIM-44 + - + +
Bacillus coagulans CIM-43 + + +
Bacillus firmus CIM-16 + + +
Bacillus lentus CIM-17 + - + +
Bacillus megaterium CIM-42 + + +
Bacillus pumilus CIM-18 + + +
Bacillus smithii CIM-19 + - + +
Bacillus subtilis CIM-20 + + + +
Moraxella lacunata  CIM-41 - - - -

ciones limitantes de nutrientes (Aota y
Nakajima, 2001). Asi, por ejemplo, cuando el
fésforo es limitante, las bacterias compiten
con las microalgas y ocurre un incremento
de la tasa de mortalidad de las mismas, por
lo tanto, el grado de influencia de la comuni-
dad bacteriana sobre la dindmica de las mi-
croalgas depende del tipo de nutriente limi-
tante (Brussaard y Riegman, 2008).
Concentraciones bacterianas similares a
las informadas en el presente estudio fueron
obtenidas por Salvensen et al. (2000) en culti-
vos de Skeletonema costatum, Chaetoceros mue-
lleri, Nannochloropsis oculata, Isochrysis galba-
na, Pavlova lutheri y Tetraselmis sp. Estos au-
tores plantean que las microalgas represen-
tan una fuente de sustrato importante para

las bacterias, que benefician a los sistemas de
cultivos ya que son capaces de aportar ele-
mentos nutricionales o producir sustancias
que inhiben el crecimiento de bacterias pato-
genas (Riquelme y Avendano-Herrera, 2003).

El efecto positivo de las bacterias en el
crecimiento de las diatomeas no sélo ha sido
visto en diatomeas plancténicas, sino tam-
bién en las bentdénicas (Fukami et al., 1997).
Estos autores, en experimentos realizados
con Niftzschia sp., demostraron que las biope-
liculas microbianas en la superficie, junto a
otros factores ambientales como la tempera-
tura, la irradiacion y la concentraciéon de nu-
trientes, favorecen la adherencia y el creci-
miento de estas microalgas.

Del total de aislados realizados se selec-

Tabla 9. Actividad antibacteriana de las cepas aisladas en los cultivos de Amphora sp. frente a patogenos. V.a: Vibrio anguilla-
rum ATCC19264; V.c: Vibrio campbellii ATCC 25920; V.m: Vibrio metschnikovii ATCC 11170; V.o: Vibrio ordalii NCIMB
2167;V.p: Vibrio parahemolyticus ATCC 17803; V.s. Vibrio splendidus ATCC 33125; V.v. Vibrio vulnificus ATCC 27562.

Especies V.a V.e V.m V.o V.p V.s Vv
Bacillus licheniformis - - - ++ - - -
Bacillus megaterium ++ ++ - - - - +
Bacillus thuringiensis +++ - - - ++ - -

Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 11- 15; ++: >15-20; +++: > 20; -: no inhibicion.
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Tabla 10. Bioactividades presentadas por los aislados microbianos procedentes de los cultivos de Amphora sp. +: presencia de

actividad, -: ausencia de actividad

Bioactividades

Especies Cepas Amilolitica Hemolitica Proteolitica Lipolitica
Aeromonas hydrophila CIM-36 - - + -
Aneurinibacillus CIM-01 + - + +
aneurinilvticus

Bacillus cereus CIM-02 + - - -
Bacillus coagulans CIM-03 - - - -
Bacillus lentis CIM-39 - - - -
Bacillus licheniformis CIM-04 + + + -
Bacillus megaterium CIM-05 + - + +
Bacillus pobmxa CIM-40 + + + +
Bacillus subtilis CIM-37 + + + +
Bacillus thuringiensis CIM-38 + + + +

cionaron para su identificacion las 10 cepas
mas abundantes y representativas asociadas
a cada una de las dos especies de diatomeas
bentoénicas sometidas a estudio. Se considerd
que la clasificacion taxondmica tuvo una
adecuada precision ya que los porcentajes de
identificacion estuvieron por encima del 91
% para el caso de los cultivos de N. germano-
polonica 'y del 98 % para Amphora sp.

En el andlisis de la distribucion morfo-
tintorial, en los cultivos de las dos especies
de diatomeas, se observo un predominio de
los bacilos esporulados Gram positivos. Esto
puede deberse a que estas especies de micro-
algas se caracterizan por una mayor adapta-
cién al estrés ambiental. Este criterio lo con-
firma Zhuang et al. (2003) cuando plantearon
que en los cultivos de microalgas que ellos
estudiaron, la mayor proporcion de bacterias
correspondia al género Bacillus, que al ser
bacterias formadoras de esporas les conferia
a las microalgas una mayor capacidad de
adaptacion.

No obstante, se debe sefalar que los ba-
cilos Gram negativos abundan en el agua de
mar, por lo que su presencia en los cultivos

monoalgales no es un evento fortuito (Garcia
y Rodriguez, 1987). El hecho de que la pro-
porcion de bacterias Gram positivas aisladas
sea mayor que las Gram negativas es posible
que se deba a una mejor adaptacion para
crecer y multiplicarse en un medio con salin-
idades elevadas (Lugioyo, 2003). Siefert et al.
(2000) refieren que en el medio marino pre-
dominan las bacterias Gram negativas,
aunque otros estudios de taxonomia bacteri-
ana, en muestras de ecosistemas marinos de
Cuba, se encontré que del total de aislamien-
tos, el porcentaje de bacterias Gram positivas
es elevado (Miravet, 2003). La mayoria de las
investigaciones sobre bacterias marinas han
sido enfocadas, fundamentalmente, a las
bacterias Gram negativas y por ello se
conoce poco acerca de la distribucion y papel
ecologico de las bacterias Gram positivas en
el habitat marino (Cartaya, 2006).

En granjas productoras de postlarvas de
camaron se ha observado que el suministro
de diatomeas bentonicas en los primeros esta-
dios postlarvales, con habitos bentonicos,
mejora el crecimiento y el aspecto general de
las postlarvas (Griffith et al., 1992). Estos au-
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tores informan que, dado el elevado valor
nutricional de especies como Amphora sp.,
Navicula sp. y Cymbella sp. por su contenido
lipidico, es posible que las bacterias asocia-
das a estas especies, en su mayoria bacilos
esporulados positivos, aporten algin efecto
probidtico a estos cultivos.

En los aislados se encontraron algunos
géneros que han sido informados como mi-
croorganismos patdgenos como es el caso de
Moraxella sp. y Acinetobacter sp. en cultivos
de algunas microalgas plancténicas (Garcia y
Rodriguez, 1987).

Las diferentes bioactividades que se
ensayaron en el presente estudio son las que
usualmente se hacen en la busqueda de ce-
pas con potencial probidtico e industrial
(Ziaei-Nejad et al., 2006; Zhou et al., 2008;
Ortiz et al., 2009, Merrifield et al.,, 2010;
Yuniarti et al., 2013).

Se encontraron especies que se han cita-
do con capacidad probidtica. Suminto e
Hirayama (1996) encontraron en cultivos de
la diatomea planctonica Chaetoceros gracilis,
las cepas Flavobacterium DN-10, Alteromonas
D-4 y D-1, Micrococcus DN-11 y DY-7, Morax-
ella DN-18 y DY-12, Vibrio DM-6 y DN-5 y
Bacillus DM-9 y DY-13 que favorecieron el
crecimiento de esta microalga; ademas de
conferirle actividad antibacteriana ante bac-
terias patdgenas. También Li et al. (2009) ob-
tuvieron un incremento de la resistencia al
virus del sindrome de las patas blancas
(WSSV) en camarones Litopenaeus vannamei,
los cuales fueron alimentados con una dieta
suplementada con Bacillus megaterium. Estos
autores sugieren una posible inmunoestimu-
lacién provocada por esta cepa probiotica.

Las bacterias a las cuales se les probo la
actividad antibacteriana, mostraron una ele-
vada actividad frente a las cepas indicadoras
pertenecientes al género Vibrio. Esto demues-
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tra las potencialidades que presentan las ce-
pas de bacterias aisladas de los cultivos de
microalgas para inhibir el crecimiento de mi-
croorganismos Gram negativos.

Los resultados obtenidos
tadores pues la infeccion por Vibrio es uno de

son alen-

los problemas mas significativos que tienen
los cultivos comerciales de peces e inverte-
brados marinos, debido a las mortalidades
ocasionadas por los episodios pandémicos.
Las condiciones artificiales del medio ambi-
ente en sistemas de cultivo (alta densidad de
organismos y de nutrientes), pueden consti-
tuir un reservorio favorable para la prolifer-
acion de vibrios patogenos (Thompson and
Swings, 2006; Urbanczyk et al., 2007; Leyton
y Riquelme, 2008).

Las enfermedades bacterianas en acui-
cultura se controlan mediante el empleo de
antibioticos (Urakawa and Rivera, 2006; Ji et
al., 2008) y ante la evidente y creciente resis-
tencia de los microorganismos causantes de
enfermedades infecciosas a los antibidticos
comerciales comunmente empleados, se im-
pone la necesidad de buscar nuevas alternati-
vas (Blunt et al., 2003). El elevado porcentaje
de cepas con capacidad antibacteriana puede
valorarse como un controlador efectivo para
mantener los cultivos saludables.

Varios autores han descrito que las bac-
terias presentes en los cultivos de Chaetoceros
brevis, C. diadema, C. lauderi, C. protuberans y
Tetraselmis suecica son las responsables de
producir compuestos con actividad antibac-
teriana capaces de inhibir el crecimiento de
los vibrios patdgenos: Vibrio alginolyticus, V.
fisheri, V. parahemolyticus y V. salmonicida
(Lenz and Bassler, 2007, Venkatesan et al.,
2007).

Es importante considerar la gran canti-
dad de aislados microbianos que mostraron
actividad amilolitica, que fue del 80 % en N.
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germanopolonica y del 70 % en Amphora sp..
En la actualidad las bacterias productoras de
amilasas son empleadas como probioticos en
la acuicultura, en el tratamiento de desechos
y en la biorremediacion (Debnath et al., 2007).
Las bacterias con actividad amilolitica se em-
plean en la acuicultura en cultivos de juveni-
les de L. vannamei que presentan funciones
digestivas inmaduras, ademas de ser utiliza-
das para optimizar la calidad del agua y re-
ducir la acumulacién de amoniaco y nitratos
en los cultivos (Balcazar et al., 2009).

En cultivos de las carpas indias (Catla
catla, Cirrhinus mrigala y Labeo rohita), Ray et
al. (2009) aislaron cepas amiloliticas con po-
tencial probidtico, que fueron identificadas
como: Bacillus coagulans TR, B. cereus
UTS2006 - BC004 y B. megaterium BMOO-WC,
respectivamente. Estas tres especies de Baci-
llus con actividad amilolitica también fueron
encontradas en los cultivos de microalgas
ensayados en este estudio.

Los aislados microbianos con actividad
hemolitica no fueron muy frecuentes pero la
presencia de algunas cepas con esta activi-
dad ofrece la posibilidad de emplearlas como
controles positivos en el medio agar sangre,
que evitan asi la manipulacion de cepas pato-
genas al hombre como son Staphylococcus au-
reus o S. pyogenes (Tart et al., 2007, Cun-
ningham, 2008). Ademas, las cepas con acti-
vidad hemolitica pueden facilitar la diferen-
ciacion de especies del género Streptococcus
con fines taxonomicos. La busqueda de mi-
croorganismos marinos con actividad hemo-
litica resulta de interés ya que permite encon-
trar nuevas hemolisinas con posible uso en la
terapéutica para la eliminacion selectiva de
células indeseadas, como ya ha sido probado
con otras citolisinas provenientes de organis-
mos marinos (Lugioyo, 2003). Por otra parte,
la deteccion de esta bioactividad constituye
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un método de seleccion de microorganismos
potencialmente productores de tensioactivos,
ya que estos compuestos tienen la propiedad
de lisar los glébulos rojos (Ortiz et al., 2009).

La actividad lipolitica fue mayor en los
cultivos de N. germanopolonica que en los de
Amphora sp. la que estd asociada a la degra-
dacion de fuentes lipidicas que constituyen
fuentes de carbono y energia para sus proce-
sos metabolicos. Estas enzimas microbianas
pudieran constituir fuentes de reactivos de
interés para la biomedicina y otras aplicacio-
nes (Blunt et al., 2003).

Experiencias realizadas en larvas de os-
tras Saccostrea commercialis han revelado que
las bacterias que presentan actividad lipoliti-
ca, facilitan los procesos de digestion de las
microalgas mediante la produccién de enzi-
mas extracelulares. En la industria, estos mi-
croorganismos han sido empleados para li-
cuar grasas y aceites encontrados en varie-
dad de desechos industriales y agricolas
(Burr et al., 2009).

En la evaluacién de la produccion de
proteasas de los aislados se encontrd que el
80 % en N. germanopolonica y el 70 % en Am-
phora sp. mostraron actividad proteolitica.
Este resultado concuerda con Cartaya (2006)
de que existe abundancia de bacterias prote-
oliticas en el medio marino.

En la actualidad las bacterias con ac-
tividad proteolitica tienen especial relevan-
cia, ya que pueden ser
diferentes procesos productivos como son la
industria de los detergentes, alimentos, clari-
ficacion de cerveza, ablandamiento de carnes
rojas y en la industria del cuero (Ortiz et al.,
2009). Riquelme y Avendano-Herrera (2003)
sefialan que en cultivos de moluscos bival-
vos, las bacterias participan en procesos de
digestion de las microalgas mediante la
produccién de proteasas. Es importante el

utilizadas en
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elevado porcentaje de cepas con actividad
proteolitica, que pudieran evaluarse para la
aplicacion en diferentes industrias, pues los
procesos de obtencion de estas enzimas por
via microbiana resultan mas sencillos y su
rendimiento puede ser aumentado consider-
ablemente, al actuar sobre los factores del
medio de cultivo

CONCLUSIONES

El alto porcentaje de bacilos Gram positi-
vos esporulados, asociados a los cultivos de
las microalgas estudiadas, le confieren un
efecto probidtico cuando éstos se utilizan en
la alimentacién de organismos acuaticos. Las
bacterias del género Bacillus fueron las mas
abundantes y las de mayores capacidades
bioactivas por lo que resultan una fuente po-
tencial de obtencidn de estas sustancias. Los
estudios realizados en el presente trabajo,
relacionados con la microbiota bacteriana
asociada a los cultivos de N. germanopolonica
y Amphora sp., evidencian las potencialida-
des de la misma ya que en la actualidad se ha
incrementado la busqueda de sustancias de
interés a partir de fuentes marinas. Las mi-
croalgas marinas constituyen una fuente po-
tencial de microorganismos productores de
metabolitos que pudieran ser tutiles en dife-
rentes esferas de la actividad humana.
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