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Abstract.- The present study was aimed at isolating Argopecten purpuratus-associated actinomycetes strains, and evaluating their
capacity of production of extracellular enzymes (ECE), as well as inhibitory compounds against relevant pathogens in commercial
aquaculture. Twenty seven strains were isolated from the gut of A. purpuratus adult specimens that were collected in the city of
Pisco and Pucusana (Lima) — Peru; 81.5 and 59.2% of the isolates showed proteolytic and lipolytic activity, respectively. In
addition, the strains ARG 9-Il, ARG 10-1l, ARG 12-1l and ARG14-Il evidenced broad-spectrum antimicrobial activity against the
pathogens Vibrio anguillarum, V. vulnificus, V. alginolitycus, Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae, Carnobacterium piscicola, and
Yersinia ruckeri. The strain ARG 4-1l produced the highest inhibitory effect against S. iniae. The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of the dichloromethane extract obtained from the strain ARG 12-Il supernatant was 250 and 500 pug ml* against V. anguillarum
and V. alginolyticus, respectively. Based on 16S rRNA sequence analysis, strains ARG 9-Il, ARG 12-1l and ARG 14-Il were identified
as Streptomyces variabilis, St. labedae and St. rochei, respectively. Results indicate that A. purpuratus is a promissory source for the
isolation of new strains of Streptomyces with high bioactivity and antagonistic capacity against relevant pathogens in aquaculture.
These strains have high potential for being developed as probiotic agents in the future.

Key words: Biocontrol, probiotic, Streptomyces, aquaculture, Peru

Resumen.- El presente trabajo tiene como objetivos evaluar actinomicetos aislados de Argopecten purpuratus y su capacidad de
producir enzimas extracelulares (EEC), asi como determinar su actividad antagonista frente a patégenos de importancia en
acuicultura. Se aislaron 27 cepas de actinomicetos a partir de la masa visceral de especimenes adultos de A. purpuratus colectados
en la localidad de Pisco y Pucusana (Lima) - Perd. El 81,5y 59,2% de los aislados mostraron actividad proteolitica y lipolitica,
respectivamente. Asimismo, las cepas sefialadas como ARG 9-II, ARG 10-Il, ARG 12-Il y ARG 14-ll mostraron mayor actividad
antimicrobiana contra los patdgenos Vibrio anguillarum, V. vulnificus, V. alginolitycus, Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae,
Carnobacterium piscicola y Yersinia ruckeri. La cepa ARG 4-ll exhibié la mayor actividad inhibitoria. La Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto diclorometanico de la cepa ARG 12-Il frente a V. anguillarum y V. alginolyticus fue calculada en 250
y 500 pg ml? respectivamente. Las cepas ARG 9-1l, ARG 12-Il y ARG 14-1I sobre la base del andlisis de su ARNr 16S fueron
identificadas como Streptomyces variabilis, St. labedae y St. rochei, respectivamente. Los resultados sefialan a A. purpuratus como
una fuente promisoria de aislamiento de nuevas cepas de Streptomyces con alta capacidad bioactiva y antagonista contra
patégenos de importancia en acuicultura y con posibilidades de ser desarrolladas como potenciales agentes probidticos en el
futuro.

Palabras clave: Biocontrol, probidtico, Streptomyces, acuicultura, Peru

| NTRODUCCION

Laacuiculturaes uno delos sectores productivos con mayor
crecimiento y rapida expansion en laindustriainternacional .
Segln cifrasdelaFAO (2014), laindustriaacuicola para e
2012 produjo alrededor de 90,43 millones de toneladas de
productos hidrobiol 4gi cos, comprendiendo peces, crustaceos,

mol uscos entre otros organismos, tanto de agua dul ce como
demar. Estedesarrollohasidomuy evidenteen losdltimos 10
afos y Peri ha experimentado un crecimiento importantey
sostenido de su acuicultura, lacua alcanzd en el 2013 poco
més de 105 mil toneladas, lo cual es superior en 45% con
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relacion a 2012. Del total de las cosechas € 72% de la
produccion corresponde al ambito marino, destacando ‘ concha
de abanico’ Argopecten purpuratus (Lamarck, 1819) y
‘camardn blanco del Pacifico’ Litopenaeus vannamei (Boone,
1931), cuyas producciones son destinadas principalmenteala
exportacion (PRODUCE 2014).

Uno delosprinci pal es problemas delaindustriaacuicolaes
la presencia de brotes de patdgenos, los cuales suelen
diseminarseen gran proporcién del cultivo, generando pérdidas
cuantiosas (Patil et al. 2001). Por la forma de cultivo, los
animales acuaticos estan constantemente expuestos a los
patgenos ocasi onal es, |os cuales en densidades suficientes
pueden provocar laenfermedad (M oriarty 1998). Asimismo,
el hacinamientoy las pobres condiciones de cultivo contribuyen
a la destruccion del equilibrio “hospedero - patégeno -
ambiente , |o quedesencadenalaaparicion depatologias (Das
et al. 2008).

Los microorganismos marinos, en particular los
actinomicetos, son de considerableinterés en biotecnologia
debido a la capacidad de producir diversos metabolitos
secundarios bioactivos con actividad antimicrobiana,
antitumoral, inmunoestimulante, antiparasitaria, entre otros
(Solanki et al. 2008). Se trata de un grupo de bacterias
ambientales, Gram positivasmuy pralificas, cuyoaisamientoa
partir deecosistemas marinoses cadavez masfrecuente (Lee
et al. 2001, Anand et al. 2006, Gandhimathi et al. 2008,
Mahyudin 2008).

El uso debacterias marinas, en parti cular de actinomicetos
como probi 6ticos en acuicultura, ha sidotema deestudios de
los Ultimos afios. Investigacionesprevias sellevaron acaboen
diferenteslugares dd mundo; existelaexperienciade Riquelme
etal. (2000), quienes determinaron laactividad inhibitoriade
3 cepas aisladas a partir de A. purpuratus contra vibrios
marinos potencialmente patdgenos de peces, moluscos y
crustaceos, cuyosresultados fueron prometedores. Petil et al.
(2001) lograron aislar Sreptomyces a partir de sedimento
marino con actividad inhibitori ade patdgenos acuéticos como
Aeromonas hydrophila, Edwarsiella tarda y Aeromonas
sobria, sugiriendo queestos hallazgospodrian ser utilizados en
laproducci6n de antibi6ticos y en futuras aplicaciones como
probiéticos. Wan & Darah (2005), sefialan € aislamiento de
Vibrio ruber (S2A1), con actividad antibacteriana muy
significativafrente aGram positivasy Gram negativas, entre
dlasalgunos patdgenas acuéticos. ASmismo, Youet al. (2005)

reportan € ai slamiento de Sreptomycesy Micromonospora
antagonistas a vibrios patégenos, resaltando ademas que
podrian ser fuentes promisorias de agentes de biocontrol enla
acuicultura. El desarrollo de microorganismos probi6ticos
capaces de controlar patdgenos en ambientes acuéaticos
constituye una alternativa biotecnol dgica para disminuir la
mortalidad en cultivos de mariscos deimportancia comercial
(Irianto & Austin 2002). En este sentido, |0s actinomicetos
marinos se han considerado como posibl es biocontroladores,
gracias a su alta capacidad de producir metabolitos
antimicrobianosy alavez exoenzimas, queen d medio acuético
contribuirian a reducir la presencia de patdgenos y la carga
organi carespectivamente (Das et al. 2008), siendo destacada
estaactividad enlos Ultimos afios por otros autores (Youetal.
2005, 2007; Kumar et al. 2006, Das et al. 2006a,b, 2008).

Esalninciertoe uso deactinomicetos marinosasociados a
invertebrados en précti cas acuicol as, pero dadol os resultados
experimentales que setiene alafecha, estegrupo de bacterias
prometen ser Utiles en diferentes aspectos de la acuicultura,
talescomo lasanidad acuicolg, labiorremediacion deambientes
acuéticos, agentes probi6ticosy en especial en € control de
patégenos enlaindustriadelalarviculturadeA. purpuratus
en e marco de una acuicultura ambientalmente amigabley
desarrollo sustentable.

Siendod cultivodeA. purpuratusdegranimportanciapara
el desarrollodelamariculturaperuana, € presenteestudio tuvo
como objetivo principal contribuir en la seleccién de
actinomicetos nativos aisladosde bivalvoA. purpuratus, que
mostraran capacidad deproducir enzimas extracel ul ares (EEC)
y compuestos antagonistas frente a patbgenos potenciales de
organismos acuéticos.

M ATERIALESY METODOS

COLECCION DE MUESTRAS

Especimenes adultos de Argopecten pur puratus, capturados
enlazonade Pisco (Ica) y Pucusana (Lima) fueron adquiridos
ene muellede pescadores artesanal es deVentanilla(Callao).
Los especimenes fueron congelados y luego traslados al
laboratorio parasu procesamiento microbiol 6gico inmediato.
El tiempo transcurrido entrelacol ecta de especimenes marinos
y €l procesamiento de muestras no fuemayor de 24 h.

IPRODUCE. 2014. La acuicultura, crecimiento sostenido, futuro de la alimentacion mundial e importancia para el Pert. Red Nacional de
Informacion Acuicola. Ministerio de la Produccién-Peru. <http://rnia.produce.gob.pe/index.php?option=com_content&id=245:

perucrecimientoacuicola2013&catid=22:actividades&Itemid=76>
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AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS

Se procedi6 a extraer asépticamente la masa visceral de 24
especimenes, los cual es sehomogeni zaron en aguademar estéril
(membranadefiltracion de 0,22 um de porosidad), luego se
realizaron diluciones seriadas al décimo hasta 103, Lasdos
ultimas diluciones se sometieron a shock térmico a60°C por
25miny luego sesembrd 0,1 ml deindeul o por diseminacion
en placas de Agar Marino (modificado) y Agar Almidén
Caselna, amboscon adicin de cicloheximida (50 ug ml™) més
&cidonalidixico (40 pug ml) siguiendo lametodologiaaplicada
por Takizawa et al. (1993). Cada siembra se realiz6 por
duplicado y se mantuvo en incubacién a 28°C hasta por 21
dias.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS ACTINOMICETOS

Los actinomicetos aislados fueron caracterizados por su
comportamiento cultural enlosmediosdeaislamientoluego de
una incubacién a 28°C por 10 a 15 dias. Se determind las
caracteristi cas de coloniapor su tamafio, forma, color, textura,
eevacion, pigmentacion del micdioaéreoy de substrato seguin
Reddy et al. (2011). Las observaciones microscopicas se
realizaron principal mente para determinar latincion Gram, la
forma y tamafio celular y sobre todo para observar la
ornamentacion y dispaosicion delas esporas como estructuras
de reproduccion, utilizando la técnica de los microcultivos
(Williams & Cross1971).

ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR

La capacidad de producir enzimas extracelulares se realiz6
segln la metodologia descrita por Leon et al. (2000).
Brevemente, las cepas ai d adas fueron sembradas en un medio
de cultivo base preparado con agua de mar y luego
suplementado i ndependientemente con sustratos como leche
descremada, yema de huevo, tween 80, almidén y gelatina
nutritiva, afin deevaluar laactividad decaseinasa, lecitinasa,
lipasa, amilasay ge atinasa, respectivamente. Las cepasfueron
incubadas a una de temperatura de 28°C por 7 dias. Para
determinar laactividad decaseinasay lecitinasase procedié a
medir el tamafio delos hal os que se observaron como zonas
transparentes o de opacidad (seglin sead caso) alrededor de
cada colonia. Para determinar la actividad amilolitica y
proteol itica (gelatinasa) seagregd a mediodecultivolasolucion
delLugad ylasolucién de cloruro merclrico, respectivamente.

CEPAS DE PATOGENOS EN PRUEBA

Las cepas testigo corresponden a patdgenos potenciales de
importancia en patologia acuicola. Los patdgenos Gram
negativos fueron Mibrio anguillarum (cepas 01 y 02), V.
vulnificus (BT3), V. alginolitycus (038525) y Yersiniaruckeri

ATCC 29473, Y.ruckeri (cepas6, 7y 8) y losGram positivos
Sreptococcus ineae 2378, Lactococcus garvieae 03/8460
(cepa espafiola), L. garvieae 03/8702 (cepa italiana) y
Car nobacterium piscicola 4020 (donacién hechapor € Dr.
José Francisco Fernandez-Garayzabal de la Universidad
Complutense de M adrid, Espafia)

PRUEBAS DE ANTAGONISMO DE ACTINOMICETOS FRENTE
A PATOGENOS

Sedeterminaron por dos métodos: método | o de* doble capa

segin Ledn etal. (2010); y d método 11 o de* pocillos’ segiin
Parente et al. (1994). Para e primer caso, |os actinomicetos
aislados fueron cultivados en Agar Marino eincubadosauna
temperaturade30°C durante7 dias. A continuacidn, seagregd
una segunda capa de medio conteniendo Agar BHI més un
cultivotestigoen fase exponencial. Seincubaron a30°C por
24 h. Pasado el tiempo, se realizaron las lecturas
correspondientes observando los hal os deactividad antagonista.
El método| seaplicd solamente paralos acti nomicetos que
fueron seleccionados por ser los mejores antagonistas a las
cepastestigo. Los cultivosfueron puestosafermentar en Cado
Marinosuplementado con almidon (1%) (p/v) y glucosa (0,5%)
(p/v) en agitaci 6n constantea 180 rpm por 7 diasa28°C. Al

cabo de este tiempo fue centrifugado a4000 rpm por 20 min;

luego, 100 L del sobrenadante de cada cultivo fue colocado
sobre pocillos preparados con antelacion en placas de agar
BHI sembrados previamente con la cepatestigo. Lasplacas se
incubaron a 30°C por 18-24 h. La presencia de halos de
inhibicion arededor de los pocillos fue considerada como
resultado positivo deantibiosis. En ambos métodos|as pruebas
serealizaron por duplicado.

EXTRACCION DEL COMPUESTO ACTIVO Y SU ACTIVIDAD
INHIBITORIA

Laextraccion serealizd apartir de actinomicetos que fueron
previamente seleccionados por presentar los mejores halosde
actividad antagonistafrentealas cepastestigo. Loscultivosse
realizaron en las mismas condiciones queen € paso anterior.
Parala obtencion deextractos se utilizd di-clorometano (vw?)
como sol vente organi co seglin procedi mientos descritos por
Zheng et al. (2004). La fase organicafue separada y luego
evaporada hasta sequedad en un rotaevaporador. El residuo
sepesd y re-suspendido en Dimetilsulféxido (DM SO) al 5%
para ser usado posteriormente en la determinacion de la
actividad antibacterianafrente aespecies patdgenasdeMbrio.

CoNCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI)

Para esta prueba se utilizé como cepatestigo cultivos de V.
anguillarum, V. vulnificus y V. alginol yticus mantenidos en

Vol.51,N21, 2016
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Caldo Tripticasa Soya(TSB, Britania) a 30°C deincubacién.
Se realizd siguiendo lametodol ogia de pocillos en placas de
micro-dilucion segiin NCCLS (2008). Se €ligi6 € extracto
diclorometénico del actinomiceto (ARG 12-11) que mostré
mayor actividad antagonistaalas cepas patrones. El extracto
fuere-suspendido en DM SO al 5% para preparar diluciones
de 1:2. Muestras (10 L) de cada dilucion fue colocada en
pocillosdelamicroplaca, alos queseadicion6 80 L de TSB;
luego de ser mezclados seagreg6 10 L delasuspension de
las cepas testigo (0,5 de escala Mc Farland). El material se
colocd en incubacion a30°C por 24 h. Transcurrido € tiempo
severtio 20 pL deunasolucién deCloruro de Trifenil Tetrazolio
(TTC) en cada pocillo, incubando a 30°C por 30 min
adicionales. El virgie del medio a rojo indico crecimiento
microbiano. Se usd DM SO al 5% como control negativoy
Oxitetraciclinacomo contral positivo.

I DENTIFICACION GENOTIPICA

Tres cepas sel ecci onadas por su mayor antagonismo frentea
las cepas testigo fueron sembrados en TSB, luego incubados
en agitacion a30°C durante48 h. Los cultivas se centrifugaron
a12000g a4°C durante5 miny el ADN gendmico seextrajo
utilizando d kit comercial de purificacion Wizard Genomics
(Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU) siguiendo las
instruccionesdel fabricante. M ediante lareaccién de PCR se
amplifico e gen quecodifica 16SARNT con un termoci c ador
MultigeneGradient (Labnet Internationd Inc., Woodbridge, NJ,
EE.UU.), usando | os cebadores universales para procariotas
27f (5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3') y 1492r
(5-GGTTACCTTGTTACGACTT- 3, seglinlo describe

Del ong (1992). Ambas hebras de los productos de PCR se
secuenciaron utilizando losservicios comercialesde M acrogen
Inc. (Sedl, Corea). Las secuencias obtenidas se compararon
con las depositadas enlabase dedatosdel NCBI utilizando €
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschul et al. 1990). El arbol filogenético fueconstruido con
el programaMegaversion 6 (Tamuraet al. 2013) deacuerdo
al método estadistico Neighbor-Joining (Saitou & Ne 1987),
utilizando el model o de sustitucion de Tamura-Nei y con un
valor de bootstrap de 1000 réplicas. Las secuencias para la
construccion del arbol filogenético pertenecen a cepas de
colecciony fueron obtenidas delabase de datos del Ribosomal
Database Project y Nacional Center for Biotechnology. Las
secuenci as delos géneros Cor ynebacterium, Rhodococcus,
Nocardiay Mycobacterium fueron el egidas por surelacion
filogenética cercanacon e género Streptomyces mientras que
la secuencia de la cepa Bacillus subtilis fue elegida
arbitrariamentecomo especiepor fueradel grupo en estudio.

Las secuencias del gen 16S ARNr de los actinomicetos
seleccionadosy signados como cepas ARG 14 11 (1309 pb),
ARG1211 (1328 pb) yARG 911 (1061 pb) fueron depositadas
en labase dedatos del GenBank bajo | os nimeros de acceso
KM 386827, KM 386828 y KM 386829 respectivamente.

ResuLTADOS

AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS Y CARACTERISTICAS
DE COLONIAS

Selogréaidary caracterizar untotal 27 cepasdeactinomicetos,
cuyas principales caracteristicas se describen en laTabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de actinomicetos marinos aislados de Argopecten purpuratus / General characteristics of marine

actinomycetes isolated from Argopecten purpuratus

Colonia Colonia
Actinomicetos Pigmento Actinomicetos Pigmento
Color Forma Tamaiio difusible Color Forma Tamafio difusible
(color) (color)
ARG 1 Blanco Liguenoide G Marrdn tenue ARG 10-11 Marrén tenue  Aplanoide p Amarillo elaro
ARG 2 Blanco-gris  Compacta P ARG 11-1T Blanco Rizoide I
ARG 3 Blanco Rizoide P Amarillo claro ARG 12-11 Blanco-gris ~ Rizoide P
ARG 4 Blanco-gris  Liquenoide I ARG 13-11 Blanco-gris  crateriforme 1
ARG 5 Gris Compacta I Marrdn tenue ARG 14-11 Gris Aplanoide P rojizo
ARG 1-11 Gris Rizoide P ARG 15-11 Gris Aplanoide 1
ARG 2-11 Blanco Compacta I ARG 16-11 Blanco Compacta I Amarillo tenue
ARG 3-11 Blanco Compacta G ARG 18-11 Blanco Compacta G
ARG 4-11 Blanco-gris ~ Liquenoide B Marrdn tenue ARG 2-111 Blanco-gris  Rizoide P
ARG 5-11 Blanco-gris ~ Liquenoide P Marrén tenue ARG 4-111 Blanco Rizoide I
ARG 6-l1 Blanco Aplanoide G ARG 5-111 Blanco Rizoide p
ARG 7-11 Blanco Rizoide 1 ARG 6-111 Gris Compacta I
ARG 8-11 Blanco Compacta P ARG 3-111 Blanco-gris ~ Compacta P Marrén tenue
ARG 9-11 Blanco Compacta P
Tamafio (didmetro en mm): P= pequefas (< 2mm): I= intermedias (2 a 3mm): G= grandes (> 3mm)

72 [ Ledn et al.
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El morfotipo predominante fue de col onias blanco-gri sacess.
En generd, d tamafio de las col oni as fuerd ativamente pequefio
(promedio de 2 mm de diametro después de 21 dias de
incubacion a28°C); sin embargo, en subcultivos posteriores
se lograron alcanzar dimensiones mayores (3 a 5 mm de
diametro). Lamayoriadeloscultivos (66,6%) no presentaron
pigmentaci 6n difusibleen & medio, aunqued marrén tenuey
amarillodarode micdiovegetativofuemuy evidenteen algunos
cultivos. Todas las cepas crecieron después de 7 dias de
incubacion.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS ACTINOMICETOS
La produccion de enzimas extracelulares (EEC) fue otra

caracteristica evaluada en los actinomicetos aislados. La
totalidad de los aislados resultaron ser productoras de algin
tipode EEC (Tabla 2); sin embargo, un alto porcentaje muestran
tener prioritariamente actividad proteolitica sobrelagelatina
(81%) y caseina(51,8%); asi como actividad lipoliticasobre
tween 80 (59%) y lecitina (37%) del yema dehuevo. Asimismo,
el 40,7% del os aislados mostraron capaci dad hidrolitica sobre
el amidon (Fig. 1). En la Tabla 2 se resalta las cepas de
actinomicetos con mayor potencial multi-enzimético (ARG 4-
I1,ARG5-1I,ARG 13-1I, ARG 6-11l yARG 3-111), entreellas
destacan ARG 5-11 yARG 6-111 lasquelograron alcanzar |os
hal os de actividad de mayor tamafio sobrela caseina.

Tabla 2. Actinomicetos aislados de A. purpuratusy su capacidad de produccién de enzimas extracelulares / Actinomycetes isolated
from A. purpuratus and production capacity of extracellular enzymes

Actividad enzimatica extracelular

Actinomicetos (didmetro de halos de actividad en mm)

Actividad enzimdtica extracelular

Actinomicetos (digmetro de halos de actividad en mm)

Caseinasa  Lecitinasa  Lipasa  Amilasa  Gelatinasa Caseinasa  Lecitinasa  Lipasa  Amilasa  Gelalinasa
ARG 1 - - 28 22 ARG 10-11 - - 21 - 28
ARG 2 g & 17 17 18 ARG 11-11 = 17 21 : 24
ARG 3 - - 21 19 16 ARG 12-11 - - 20 - 34
ARG 4 - - 25 - - ARG 13-11 37 28 24 2
ARG 5 - - 25 19 13 ARG 14-11 20 - - - 26
ARG 1-11 19 19 - 20 ARG 15-11 27 - - 23 20
ARG 2-11 25 - - 12 22 ARG le-11 34 11 15 -
ARG 3-11 - 28 14 21 ARG 18-11 13 - - - 25
ARG 4-11 16 10 31 - 18 ARG 2-111 17 - 10 - 30
ARG 3-11 43 21 20 31 12 ARG 4-111 - - - 13 18
ARG 6-11 29 - - - ARG 5-111 - 12 - -
ARG 7-11 15 - - 32 ARG 6-111 40 21 25 31 19
ARG 8-11 - - - 26 ARG 3-111 - 18 19 10 21
ARG 9-11 22 - - 15 33
= 100 -+
= 81%
e A
:% 80 -
£ 59% [—
5 60+ 518%
E 40.7% [
= 37%
g 40 4
Figura 1. Frecuenciade actinomicetos aislados de g S
A. purpuratus con actividad hidrolitica extracelular 8
/ Frecuency of actinomycetes isolated from A. § 20 1
purpuratus with extracellular hydrolytic activity 8
0 ] - : : |
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Actividad hidrolitica extracelular

Vol.51,N21, 2016
Revista de Biologia Marina y Oceanografia

73



74

Tabla 3. Actinomicetos aislados de A. purpuratusy su actividad inhibitoria de potenciales patégenos marinos Gram positivos (método de doble
capa) / Actinomycetes isolated from A. purpuratus and their inhibitory activity against potential marine Gram-positive pathogens (double

layer method)

; 3 Lactococcus  Lactococeus i

Actinomicetos Streptococcus : : Carnobacterium
! garvieae garvieae R
inige e P piscicola

(cepa espaiiola) (cepa italiana)

ARG2 - 34 46

ARG3 - 38 42 -

ARG4 - 17 -

ARGS 38 21 - -

ARG 4-11 40 - =

ARG 5-11 - 9 - -

i : Lactococcus  Lactococcus ;
Actinomicetos  Streptococens : ; Carnobacteritm
oy garvieae garvieae S5
iniae - e piscicola
(cepa espaiiola) (cepa italiana)
ARG 7-11 8 3 28 -
ARG 9-11 3l 42 10
ARG 10-11 17 9 10 12
ARG 12-11 29 8 41 12
ARG 13-11 - 24 -
ARG 14-11 46 18 - -

Los resultados se expresan como halos de inhibicion (mm de didmetro)

Tabla 4. Actinomicetos aislados de A. purpuratus y su actividad inhibitoria de patégenos marinos Gram negativos (método de doble capa) /
Actinomycetes isolated from A. purpuratus and their inhibitory activity against Gram negative marine pathogens (double-layer method)

Yersinia
£

Actinomicetos Vibrio Vibrio Vibrio
anguillarum vulnificus alginolyticus ruckeri

Actinomicetos Vibrio Vibrio Vibrio

Yersinia
anguillarum vulnificus alginolvticus ruckeri*

ARG - 25 - -
ARG2 - - = 36
ARG3 : 7 i 37
ARG5S - 9 - 25
ARG 4-1I - 27 - -

ARG 7-1I - 21 - 4
ARG 9-11 20 9 25 30
ARG 10-11 - 25 - 37
ARG 12-11 20 26 26 16
ARG 14-11 - 38 - 21

Los resultados se presentan en mm de halos de inhibicion ;* Yersinia ruckeri, es considerado un patogeno de agua dulce

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS ACTINOMICETOS

Delatotalidad deactinomicetos aid ados (27), 13 cepas (48%)
presentaron actividad antagonistacontraa menos unacepade
bacterias patdgenas en prueba. Doce aislados (44,4%)

mostraron actividad i nhibitoria de patdgenos Gram positivos
(Tabla 3) con halos de actividad de gran tamafio como es e

casodelascepasARG2y ARG 14-11 quealcanzan 10s46 mm
dedidmetrofrente aLactococcus garvieae (cepa espariola) y
Sreptococcusiniae, respectivamente. Seresaltalaactividad
antagonistade ARG 10-11 yARG 12-11 por ser inhibitoriosde
las4 cepas de patdgenostestigo. El comportamiento antagonista
frenteaGram negativosdelosactinomicstos aislados semuestra
en laTabla 4. Diez cepas (37%) fueron evaluadas por su
carécter inhibitorio frente a especies de Vibrio cominmente
patdgenos aorgani Smos marinos, en particular en cultivos de
larvas deA. purpuratus. Entreellas sedestacan lascepasARG
9-11 y ARG 12-11 (Fig. 2) por ser inhibitorias de las 4 cepas
testigo, asi como ARG 14-11 la que mostré una marcada
actividad inhibitoriacontraVibrio vulnificus, con un halo de
inhibicion de 38 mm dediametro. Engeneral, ARG 12-11 se
considera comola demayor actividad frente alos patdgenos
en prueba, dado que logré inhibir a latotalidad de 8 cepas

Ledn et al.
Actividad antimicrobiana de actinomicetos de A. purpuratus

indicadoras (Gram positivas y Gram negativas) (Tabla3y 4).
Los pat6genos més sensibl es fueron Lactococcus garvieae
(cepaespariola), Vibrio vulnificusy Yersiniaruckeri ATCC
29473. No obstante, Lactococcus garvieae (cepa italiana)
mostré mayor sensibilidad frenteaARG2y ARG3 (halos de
inhibicion de 46 y 42 mm, respectivamente).

EXTRACCION DEL COMPUESTO ACTIVO Y CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA

LaTabla5 muestralaadtividad antibacterianainvitro deextractos
diclorometanicos detres actinomicetos (ARG 9-11, ARG 12-11

yARG 14-11) quefueron previamente sel eccionados en basea
su mayor actividad antibacteriana. Como seobservaenlaFig.

3, seratificad amplio espectroinhibitorio deestos actinomicetos
frente alos princi pal es patdgenos Gram positives, asi comolos
Gram negativos en especia frente a V. vulnificus y V.

alginolyticus, siendo ARG 12-11 y ARG 14-11 las cepas con
mayor espectro deactividad tal comosemuestraenlaFig. 4. La
Tabla6 muestralaCM | dd actinomiceto cepaARG 12-11 frente
a especies representativos dd género Mibrio, destacando la
actividad sobreV. anguillarumO1 (CMI de 250 ug ml-2).



Figura 2. Actividad antagonista de actinomicetos ARG 12-11 (A) y ARG 9-1I (B) formando halos de
inhibicion frente a Vibrio anguillarum 02 / Antagonistic activity of actinomycetes ARG 12-11
(A) and ARG 9-1I (B) forming zones of inhibition against Vibrio anguillarum 02

Tabla 5. Actividad inhibitoria de extractos diclorometanicos de tres
cepas de actinomicetos aisladas de A. purpuratus frente a
ictiopatogenos (Método de difusién en pocillo) / Inhibitory activity
of dichloromethane extracts of three actinomycete strains isolated
from A. purpuratus against fish pathogenic strains (well diffusion
method)

Halo de inhibicién

Ictiopatdgenos en prueba e Rt
ARGOIl ARG 121 ARG 14 11
Streptococcus inige - 12 18
Lactococeus garvieae (Espafia) 18 6 14
Lactococeus garvieae (Italia) 18 14 18
Carnobacterium piscicola 10 6 -
Yersinia ruckeri ATCC 29473 10 12 8
Yersinia ruckeri 6 12 12 10
Yersinia ruckeri 7 13 12 8
Yersinia ruckeri 8 15 13 11
Vibrio anguillarum 01 12 15 14
Vibrio anguillarum 02 13 14 -
Vibrio alginolwicus 16 11 14
Vibrio vulnificus 16 22 16

| DENTIFICACION MOLECULAR Y ANALISIS FILOGENETICO

Laidentificacionanive de especiesdelascepasARG 1411,
ARG 1211 yARG91I selogrd sobrelabase delacomparacion
de las respectivas secuencias del gen 16S ARNr con las
perteneci entes a cepas de col eccion existentes en la base de
datos de Ribosomal Database Project?.

2Cole JR, Q Wang, JA Fish, B Chai, DM McGarrell, Y Sun,
CT Brown, A Porras-Alfaro, CR Kuske & JM Tiedje. 2014.
Ribosomal Database Project: data and tools for high
throughput rRNA analysis. Nucleic Acids Research
42(Database issue): D633-D642; <doi: 10.1093/nar/
gkt1244> [PMID: 24288368] <http://rdp.cme.msu.edu>

LaFig. 5muestrae arbal filogenético construidoseginlo
descrito en la partede materialesy métodos. En ellaseaprecia
quelacepaARG 14 1| muestraunahomologia de99,92% con
respecto alasecuenciadd gen 16SARNr delacepaS rochei
NBRC 12908. En € caso del actinomiceto cepaARG 1211 la
homol ogiafue de 99,92% con respecto ala cepade coleccion
S labedae IFO 15864, mientras queen lacepaARG 911 se
hall6 una homologia del 100% cuando su secuencia fue
comparadaconladelacepaS variabilis IN180216.

Discusion

L os actinomicetos son organismos ubicuos en lanaturaleza,
saprofiticos por excelencia, que utilizan diversas fuentes de
carbonoy energia para su desarrollo (Williamset al. 1984).
Investigaciones previas sefialan que los actinomicetos, en
especial Sreptomyces marinos productores de EEC, son
capaces dehidralizar diferentespolimeros talescomoalmidon,
gelating, celul osa, caseina o degradar urea. Lapresencia de
actinomicetos productores deEEC en macroorganismos estaria
relacionado con el aspecto nutricional desu hospedero, yaque
complementaria el metabolismo de aquellos nutrientes
poliméricos no aprovechados por su propiadigestion (Daset
al. 2008).

Estudiossimilares a presente sefialan la presenciade cepas
deacti nomicetos fuertementeinhibitorios paraotros patégenos
de peces como Aeromonas hydrophila, A. sobria y
Edwarsiella tarda (Patil et al. 2001). Un parametro de
comparacion son lashal os deinhibicién, siendoen € caso del
presentetrabajodegran consideracion, ocurrecon lacepaARG
14-11 frente a Sreptococcus ineae (46 mm de zona de
inhibicion). Otros reportes sefialan a Streptomyces y
Micromonospora como posibles controladores de bacterias
patdgenas de peces, algunas dedllasresistentes a antibidticos
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Figura 3. Actividad antibacteriana de extractos diclorometanicos de algunos actinomicetos aislados de A. purpuratusy
su efecto inhibitorio (por duplicado) de patdgenos de importancia en acuicultura. Cepas: C. piscicola (A); St. ineae (B); L.
garvieae (cepa espafiola) (C) y L. garvieae (cepa italiana) (D) / Antibacterial activity of dichloromethane extracts of
some actinomycetes isolated from A. purpuratus and its inhibitory effect (in duplicate) against pathogens of importance
in aquaculture. Strains: C. piscicola (A); St. ineae (B); L. garvieae (Spanish strain) (C) and L. garvieae (Italian strain) (D)

—

Figura 4. Efecto inhibitorio (por duplicado) de extractos diclorometanicos de actinomicetos contra los patégenos V.
vulnificus (A) y V. alginolyticus (B) / Inhibitory effect (in duplicate) of dichloromethane extracts of actinomycetes
against the pathogens V. vulnificus (A) and V. alginolyticus (B)
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61

99

A ARG 12 Il (KM382828)

A ARG 9 Il (KM382827)

S. labedae IFO 15864 (AB184704)

S. variabilis JN180216 (JN180216)

S. althioticus NRRL B-3981 (AY999791)
S. rubrogriseus DSM 41477 (AF503501)
3 18, tendae ATCC 19812 (NR02587)

S. albogriseolus NRRL B1305 (AJ494865)
S. albidoflavus DSM 40792 (AB184255)
g ||\ ARG 14 Il (KM382829)

S. rochei NBRC 12908 (AB184237)

100 | M. tuberculosis NCTC 7416 H37Rv (X58890)

100

l M. bovis BCG str.Pasteur 1173P2 (NR 074838)

_|;R.eqm' ATCC 33707 (X80594)
67 N. asteroides ATCC 23824 (X84851)

| —
0.02

B. subtilis NRRL B-23049 (AF074970)

Figura 5. Arbol filogenético construido seguin el método estadistico Neighbor-Joining basado en larelacion entre las secuencias del gen ARNr 16S de
cepas aisladas desde A. purpuratus (A) y especiesrelacionadas de Streptomyces. Los nimeros internos de los nodos corresponden a los valores de
soporte de bootstrap (=60 %). Entre paréntesis se muestran los nimeros de acceso al GenBank. La secuenciade gen ARNr 16S de la cepa de Bacillus
subtilis fue elegida arbitrariamente como secuencia externa al grupo. (barra, 0,02 sustituciones por posicién de nucledtido) / Phylogenetic tree
constructed by Neighbor-Joining method based on the relationship between the 16S rRNA gene sequences of strains isolated from A. purpuratus (A)
and related species of Streptomyces. The numbers at internal nodes are bootstrap support values (> 60 %). GenBank accession numbers are given
in parentheses. The 16S rRNA sequence of Bacillus subtilis was chosen arbitrarily as the outgroup sequence. (bar, 0.02 substitution per nucleotide

position)

como V. harveyi, V. fischeri, A. hydrophilay A. sobria; sin
embargo, & tamafiodelazonadeactividad respectod presente
es menor (28 mm para Micromonospora sp. frente a V.
harveyi) (Saravanakumar et al. 2010). Por otro lado,
Thirumurugan & Vijayakumar (2013) reportan que deun total
de 82 actinobacterias aisladas de suelo marino, solo 26%
presentaron actividad antibacterianafrenteaV. alginolyticus,
V. parahaemolyticus, V. cholerae, Aeromonas sp. y
Pseudomonas sp. con zonasdeinhibicién méximode 17 mm
frenteaV. alginolyticus. No sehareportado literatura referente
alaactividad antagoni sta de actinomicetos marinosfrente a
bacterias como Streptococcusineae, Lactococcusgarvieae
y Carnobacterium piscicola; estegrupo de bacterias|écticas
forman parte de la microbiota normal de organismos
continental es, siendo algunos de el os patdgenos potencial es
de peces de agua dul ce (Denev et al. 2009).

Los invertebrados marinos han sido considerados como
fuentes potenci al esdeacti nomicetos bioactivos; en este sentido
Selvakumar et al. (2010), aislaron cepas de Sreptomyces a
partir deesponjas marinas, cuyos extractos crudos obtenidos

con acetato de etilo mostraron ampliaactividad antibacteriana
frente a patégenos como A. hydrophila, Serratia sp., V.
harveyi, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus, logrando
alcanzar zonas deinhibicidn mayores a 30 mm (método del

disco difusion). En estetrabgjo, si bien seutilizé € método del
pocillo selogré a canzar hastaun méximo de22 mm dediémetro
(ARG 12-11 frentea V. vulnificus).

Tabla 6. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

diclorometénico de lacepade actinomiceto ARG 12-I| frente aVibrios

marinos / Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of

dichloromethane extracts of actinomycete strain ARG 12-1I against
marine Vibrios

CMI de extractos CMI de
Cepas de Vibrio diclorometdnicos  Oxitetraciclina®
(ng ml™) (ng ml)
Vibrio anguillarum 01 250 0.9
Vibrio anguillarum 02 =500 0.9
Vibrio vulnificus =500 1.9
Vibrio alginolvticus 500 1.9

*Control positivo

Vol.51,N21, 2016
Revista de Biologia Marina y Oceanografia

77



78

Trabajos previos similares a presente sefialan que los
actinomicetos marinos como Sreptomyces sp. LCJ94 tienen
actividad antagonista contra V. harveyi, V. alginolyticusy V.
vulnificus (patbgenos demariscos) cuyaCMI desus extractos
crudo deacetato de etilo presentan valores de 250, 500 y 250
pgml -t respectivamente (Mohanrgj & Sekar 2013). En este
sentido, dichos resultados son muy similares al presente estudio
(Tablaé).

Respectod estudiofilogenético delos actinomicetos marinos
sdeccionadosy evauados end presentetrabgjo, estas3 especies
identificadas como Sreptomyces rochei, . labelae y K.
variabilis sehan descrito en mediosterrestres; sinembargo, la
bibliografiaverificasu aidamientodeambientesmarinos, poniendo
demanifiestolacapacidad de estos microorganismos detolerar
y desarrollarse en diferentes ambientes (Thomas et al. 2010,
Reddy et al. 2011, Meenaet al. 2013). En lostrabajos citados
se describen ademés sus propiedades fisiol dgicas de interés
biotecnol Ggico en espedia su cgpacidad desintetizar metabalitos
activos contra potencial es patdgenos humanosy/o animal es.

Enladltimadécadadd presentesigloseresataposiblesusos
deactinomi cetas marinos en otros aspectos delaacuicultura,
talescomola producci 6n deantibiéti cos paraser incorporados
enalimentos decamarones paracontrolar a virus causantedela
‘manchablanca’ (Kumar et al. 2006) oend control debidfilms
provocados por especiesdeVibrio causantes devibriosis (You
et al. 2007).

En trabaj os previos realizados por Riquelmeet al. (1995)
sobre bacterias asociadas a estadios tempranos de A.
pur pur atus seindicalapresencia predominante de bacterias
Gram negativas como Pseudomonas, Moraxellay Vibrio, las
cuales serian responsablesdeladisminucion larvariade estos
bivalvos enlos hatcheries. Por atrolado, Jorqueraet al. (2001)
resaltan laimportanciadelamicrobiota bacterianaasociadaa
A. purpuratus no solo por su efecto negativo como patégenos,
también por ser benéficos y productores de compuestos
bi oactivos que promueven un mejor desarrollo especialmente
durantesufaselarvaria.

Asimismo, trabajos realizados por Ledn et al. (2011)
muestran que el sedimento marino es fuente muy importante
parad aislamiento de actinomicetos bioactivos; sin embargo,
los invertebrados también serian muestras ideales para su
aidamiento. El presentees e primer reporte de actinomicetos
marinosaisladodeA. purpuratus. Estehallazgo confirmaque
los actinomicetas no sol o son microorgani smos que predominan
exclusivamente en suelos y sedimentos. Diversos estudios
muestran la asociacién de este grupo microbiano con
invertebrados marinos (Mahyudin 2008). Asimismo, en €
presente estudio se ha podido apreciar que la capacidad

Ledn et al.
Actividad antimicrobiana de actinomicetos de A. purpuratus

i nhi bitoria de actinomicetos marinos frente al os patdgenos es
elevada. Lapresenciade actinomicetosen € contenido visceral
de A. purpuratus sugiere que estas bacterias en su afén de
colonizar d epiteliointestinal, producen diferentes metabolitos
activos frente a la predominante microbiota Gram negativa
incluidaespecies patdgenasdeMbrio. Reportes sobred control
deMibrio en acuiculturade camarones han sefial ado que estos
pat6genos disminuyen cuando incrementa la poblacién de
Sreptomyces (Daset al. 2006b, You et al. 2005), Las pruebas
invitronosoloratificad marcado antagonismo alos patégenas,
muestra a la vez la alta capacidad hidrolitica de polimeros
sugiriendo como potenciales candidatos a probidticosy ala
vez biorremediantes del ecosi stema acuético sobre todo en
sistemas controlados.
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