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RESUMEN

Los océanos albergan una gran diversidad biologica, hasta el
momento relativamente poco explorada por el humano. Con el
objetivo de ampliar los conocimientos en la biodiversidad bacteriana
del mar peruano, se realizaron muestreos aleatorios en el mar de
Playa Cantolao-La Punta-Callao (12°04°06"" S 77°10°10"°0O), en
total se tomaron 5 muestras en frascos estériles a una profundidad
de 3 m utilizando una vara de madera acondicionada a una jeringa
de 20 ml. Para el aislamiento se utilizo el método de dispersion
en placa en Agar Marino, se trabajo con diluciones sucesivas para
obtener colonias aisladas. Para la identificacion se realizaron pruebas
bioquimicas que incluian determinacion de citocromo oxidasa,
motilidad, produccion de H,S, produccion de indol, metabolismo
de glucosa, produccion de pigmento, luminiscencia, catalasa y
desarrollo en anaerobiosis; ademas de las coloraciones Gram y de
espora. Los esquemas propuestos por Das S et al. (2007), Oliver J
(1982) y el Bergey's Manual 2da y 7ma edicion fueron utilizados
para la determinacion de géneros. Se logré el aislamiento de 20
cepas bacterianas. Los géneros encontrados fueron: Moraxella,
Bacillus, Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Photobacterium,
Alteromonas, Alcaligenes, Streptococcus y Chromobacterium.

Palabras Claves: Bacterias Marinas, Esquemas de Das S et al
(2007) y Oliver J (1982), Pruebas bioquimicas.
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ABSTRACT

The oceans are home to a rich biodiversity, until now relatively
little explored by humans. In order to broaden the knowledge on
bacterial biodiversity of the Peruvian sea, random samples were
taken at sea of Playa Cantolao — La Punta — Callao (12°04°06"
S 77°10°107°0), in total were taken 5 samples in sterile bottle to
a depth of 3m using a wooden stick fitted to a 20ml syringe. To
isolate we used the dispersion method in plates with Marine Agar,
we worked with successive dilutions for the obtaining of isolated
colonies. Biochemical tests for identifying including cytochrome
oxidase determination, motility, H,S production, indol production,
glucose metabolism, pigment production, luminescence, catalase
and anaerobically development. The schemes proposed by Das S et
al. (2007), Oliver J (1982) and the 2™ and 7" edition of the Bergey’s
Manual were used to determine the genera. We achieved the isolation
of 20 bacterial strains. The genera found were: Moraxella, Bacillus,
Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Photobacterium, Alteromonas,
Alcaligenes, Streptococcus y Chromobacterium.

Keys words: Marine Bacteria, Schemes of Das S et a/ (2007) and
Oliver J (1982), Biochemical Tests.

INTRODUCCION

Los océanos comprenden aproximadamente el 70% de la superficie te-
rrestre; la diversidad de sus ambientes permite que se desarrolle gran can-
tidad de formas de vida; ademas tienen importancia como regulador de la
temperatura global y como sumidero de carbono.

De esta primera idea se desprenden dos principales: la diversidad de espe-
cies y la importancia ecoldgica de los ecosistemas marinos.

En primer lugar, la diversidad bioldgica marina comprende todo tipo de or-
ganismos que habiten en los mares, un grupo importante con poca conside-
racion en nuestro pais son las bacterias; estudios recientes en otras partes
del mundo han hallado bacterias marinas con propiedades que van desde
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la produccion de pigmentos utilizables (Yada S. ef al. 2007) hasta bacterias
que purifican nanoparticulas de oro a partir de otros compuestos (Shama,
N. et al. 2012), ademas de bacterias ampliamente estudiadas como Mari-
nobacter hydrocarbonoclasticus capaz de producir enzimas que degradan
hidrocarburos aromaticos, Vibrio fischeri que tiene en su genoma el operon
LUX (biolumniscencia) o Pseudomonas pseudoalcaligenes productora de
enzima que degrada el cianuro.

En segundo lugar, el bacterioplancton tiene un papel significativo como
principal contribuyente en los procesos biogeoquimicos de los ambientes
marinos, y representa un componente fundamental en las redes alimenta-
rias. En los ultimos afios, el concepto de red trofica clasica ha cambiado
a un modelo alternativo mas complejo denominado “bucle microbiano”,
basado en la capacidad de las bacterias heterétrofas de reciclar la mate-
ria orgénica disuelta y de hacerla circular mediante diversas interacciones
ecologicas a través de los otros componentes del plancton y, en forma in-
directa, también a través de los niveles troficos superiores del ecosistema
marino (Schauer, M. et al. 2011). En los océanos, los microorganismos
son los responsables del 98% de la produccién primaria e intervienen en
todos los ciclos de la materia, con un papel fundamental, a su vez, en el
destino de los contaminantes en zonas altamente antropizadas. Ademas los
organismos heterotrofos como las bacterias consumen entre el 18% y 77%
de carbono organico disuelto en el mar (Azam, F. ef al. 1983).

Por lo tanto el estudio de las bacterias en los ambientes marinos de nuestro
pais nos permitira aumentar nuestros conocimientos en la ecologia y buscar
nuevos recursos aprovechables. El presente estudio tiene como objetivo
identificar los géneros bacterianos presentes en el mar de Playa Cantolao-
Callao como base para futuros estudios ecoldgicos y biotecnologicos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras:

Se realizaron muestreos aleatorios en el mar de la playa Cantolao-La
Punta-Callao(12°04°06"" S 77°10°10"'O). Se tomaron 5 muestras, a una
profundidad de aproximadamente 3 metros utilizando una vara de madera
acondicionada con jeringas estériles de 20 ml. Ademas se colectaron 3
litros de agua de mar para la preparacion de los medios de cultivo. Las
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muestras de agua fueron transportadas al Laboratorio Microbiologia de la
Universidad Ricardo Palma en un cooler refrigerado a 4°C.

Aislamiento de bacterias:

Se utilizd el método de dispersion en placa con medio marino (fig. 1).
Para esto se tomo6 1 ml de la muestra y se colocd en un tubo con 9 ml de
agua de mar esterilizada y filtrada obteniendo la dilucién 107, se repitid
este procedimiento obteniendo 3 diluciones (hasta 10%). Las placas fueron
incubadas a T° ambiente (20-25°C) durante 48 h. Al cabo de este tiempo
se seleccionaron las colonias aisladas y fueron reaisladas en tubos con
Agar Marino. Estas fueron incubadas nuevamente a T° ambiente hasta
observar crecimiento visible y luego fueron almacenadas a 4°C hasta el
momento de la caracterizacion bioquimica.

Determinacion Bioquimica:

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: coloracion gram,
citocromo oxidasa, motilidad, producciéon de H,S, produccion de indol,
metabolismo de glucosa, produccion de pigmento, luminiscencia,
catalasa, desarrollo en anaerobiosis, coloracion de esporas. (fig.2)

Los esquemas propuestos por Das, S. et al. (2007), Oliver J (1982)
y el Bergey's Manual 2da y 7ma edicién fueron utilizados para la
determinacién de géneros.

RESULTADOS

En total se obtuvieron 20 cepas, de las cuales 17 lograron ser identificadas
hasta la categoria de género; 3 no tuvieron crecimiento suficiente para su
identificacion.

Se encontraron 10 géneros. De los cuales, 8 fueron bacilos gramnegativos
y s6lo 2 grampositivos, un bacilo y un coco (tablal).

CONCLUSIONES
Se determind la presencia de 10 géneros bacterianos, estos fueron:

Moraxella (23,5%), Bacillus (5,88%), Acinetobacter (5,88%),
Vibrio (11,76%), Aeromonas (11,76%), Photobacterium (5,88%),
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Alteromonas (11,76%), Alcaligenes (5,88%), Streptococcus (5,88%) y
Chromobacterium (11,76%).

DISCUSIONES

Pellon et al. (2001) en su trabajé con muestras de 2 moluscos bivalvos
cultivados en Pucusana y el Callao: Argopecten purpuratus “concha
de abanico” y Crassostrea gigas “ostra”, logran identificar 6 géneros
bacterianos:  Vibrio (40%), Aeromonas (15%), Flavobacterium
(10%), Pseudomonas (5%), Moraxella (5%), Flexibacter (5%) y no
identificados (20%), Ledn et al. (2010) por su parte en su trabajo con
muestras de 5 invertebrados intermareales recolectados en la Bahia de
Ancon: Phymactis clematis “anémona”, Tetrapygus niger ‘‘erizo de
mar”, Heliaster helianthus “estrella de mar”, peje sapo y Tegula atra
“caracol” logra identificar 4 géneros: Vibrio (50%), Pseudomonas (10%),
Flavobacterium (20%) y Actinomycete (20%), el presente trabajo reporta
la presencia en el ambiente marino de 10 géneros bacterianos entre ellos
Aeromonas, Moraxella y Vibrio sin embargo no se encontrd cepas de
Flavobacterium, Flexibacter ni Actynomicetes 1o que sugiere que estos
géneros podrian estar mas relacionados a organismos que géneros como
Bacillus, Photobacterium y Alteromonas que no fueron encontrados en
los trabajos mencionados anteriormente pero si en este. Pellon et al
(2001) y Leodn et al. (2010) determinan que la cepa mas abundante es
la correspondiente a Vibrio; sin embargo, en este trabajo la cepa mas
abundante fue la de Moraxella, esto puede ser a causa de que hay mayor
asociacion de Vibrio con invertebrados que el género Moraxella. Ademas
en un estudio realizado en Argentina, en la zona costanera de Comodoro
se reporta en muestras de sedimentos y agua marina 6 de los géneros
hallados en este trabajo (Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Moraxella,
Bacillus, Photobacterium), adicionalmente determinan que la mayor
cantidad de cepas halladas fueron grampositivas a diferencia del presente
trabajo que encuentra que el 80% de los géneros y el 90% de las cepas
aisladas fueron gramnegativas, esto sugiere y afirma que las grampositivas
estan mayormente asociados a los suelos y que las gramnegativas mas
bien habitan asociadas a la columna de agua.
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Fig. 1. Aislamiento por diluciones sucesivas en medio Marino.
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Fig. 2. A; Prueba de catalasa, B; Citocromo oxidasa, C; SIM, D; Agar
P (pigmentacion), E; Agar Marino (Anaerobiosis), F; HughLeifson
(metabolismo de glucosa).

TABLA 1. Resultados de las pruebas bioquimicas de las 17 cepas

analizadas
1 il il Bl ol i
5] B + - - B- + P + Moraxella
14+ + - + - - B- + NP * Alteromonas
| - N - - B+ & Central - - Bacillus
6+ - - - B- + NP + + Acinetobacter
| + - + B- + NP + + Vibrio
s - + + - B- + NP + + Photobacterium
| + - B- + NP + + Moraxella
L10 - + - B- + NP + - Moraxella
[ o] + B S + B- + NP o Alcaligenes
- - + - - Cc+ - NP - Streptococcos
BBl - + + + B- NP + + Aeromonas
24+ + + + B- + NP + + Vibrio
| 5] + + - + B- + NP + Chromobacterium
Ba + + + B- NP + + Aeromonas
g+ + s o B- + NP + Moraxella
- + + + B- + NP + Alteromonas
s + + - + - - - B- + NP & - Chromobacterium
CAT=Catalasa; OXID=0Oxidacion, MOT=Motilidad; PIG= Pigmen-

tacion; ANAEROB=Anaerobiosis; H.F= HughLeifson, Ab=Aerobio,
Cer=Anaerobio; NP=. No hay presencia de espora; N= No se realizo la
prueba,
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