Rev. INRopica | ISSN1794-161X | 9 [ 75-83 |  Sata Marma, Coiomsia, Enero - Diciemsre e 2014 |

MICROBIOTA AISLADA DEL PEPINO DE MAR (Isostichopus badionotus)
NATIVO DE LA BAHIA DE TAGANGA, CARIBE COLOMBIANO

MICROBIOTA ISOLATED FROM THE SEA CUCUMBER (Isostichopus badionotus)
NATIVE TO TAGANGA BAY, COLOMBIAN CARIBBEAN

Jorge Luna-Fontalvo, Adriana Rodriguez-Forero y Jonathan Sarmiento-Rodriguez

RESUMEN

Se identificaron las comunidades bacterianas y flngicas asociadas a la piel y al tracto digestivo de Isostichopus badionotus,
con el objetivo de evaluar las posibles relaciones antagénicas entre éstas. Para tal fin, se realizaron frotis superficiales a
nivel de la epidermis y el tracto digestivo, los cuales se sembraron en medios de cultivo especificos para bacterias y hongos.
La identificacién de los microorganismos se realizé teniendo en cuenta la morfologia colonial en medio de cultivos y las
caracteristicas microscopicas. Asi mismo, a las colonias bacterianas purificadas se les aplicaron pruebas bioquimicas a través de
los micrométodos BBL Crystal® para Gram negativos y Gram positivos. Los hongos fueron identificados por medio de métodos
microscépicos empleando claves taxondmicas. Se analiz6 la actividad inhibidora de las cepas bacterianas mediante la técnica
de difusién en agar con discos de sensibilidad. En total se aislaron 42 cepas bacterianas de las cuales se seleccionaron diez
para su identificacion taxondmica: Bacillus cereus, B. subtilis, B. megaterium, Corynebacterium aquaticum, Proteus vulgaris, P.
mirabilis, Enterobacter agglomerans, Serratia marcescens, Pseudomonas maltophilia y Acinetobacter anitratus. El enfrentamiento
entre estas especies bacterianas no reflejé actividad inhibitoria en el crecimiento. Se aislaron 27 cepas ftingicas de las cuales
se identificaron ocho especies: Penicillium sp., Paecilomyces sp., Aspergillus sp., Aspergillus niger, A. flavus, Gliocladium sp.,
Cladosporium fulvum y C. herbarum. Entre las especies fingicas se logré observar un efecto inhibitorio en las pruebas de
enfrentamiento dual. Las especies identificadas pueden corresponder a la microbiota normal del pepino como también estar
presente en el agua o sedimento; por esa razon se requieren estudios complementarios que confirmen los resultados obtenidos.

Palabras Clave: bacterias, hongos, pepino de mar, interacciones microbianas
ABSTRACT

The bacterial and fungal communities associated to the skin and digestive tract of Isostichopus badionotus were identified in
order to evaluate the antagonistic interactions among them. For this purpose, surface smears were made to the epidermis and
digestive tract, and this smears were grown in bacteria - and fungi - specific culture media. The identification of microorganisms
was performed considering colonial morphology on culture media and microscopic features. Also, biochemical tests through
BBL Crystal® micromethods for Gram negative and Gram positive bacteria were applied to the purified bacterial colonies. The
fungi were identified through microscopic observations and using taxonomic keys. The bacterial strains’ inhibitory activity
was analyzed by the agar diffusion disk method. Results showed a total of 42 isolated bacterial strains from which ten species
were selected for taxonomic identification: Bacillus cereus, B. subtilis, Bacillus megaterium, Corynebacterium aquaticum,
Proteus vulgaris, P. mirabilis, Enterobacter agglomerans, Serratia marcescens, Pseudomonas maltophilia, and Acinetobacter
anitratus. Confrontation among these bacterial species did not show growth inhibitory activity. A total of 27 fungal strains
were isolated, from which eight species were identified: Penicillium sp., Paecilomyces sp., Aspergillus sp., Aspergillus niger, A.
flavus, Gliocladium sp., Cladosporium fulvum and C. herbarum. Fungal species showed inhibitory effects in dual confrontation
tests. The identified species could correspond to the normal microbiota of the cucumber or to the microbiota associated to the
water and/or the sediment, thus further studies are needed to confirm the obtained results.
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MICROBIOLOGIA DEL PEPINO DE MAR

INTRODUCCION

El pepino de mar, o su forma seca (beche de mer) es
comercializado desde hace siglos en Asia y algunos
paises de Europa como un producto para la alimentacion
por su alto contenido proteico, como afrodisiaco y
para tratamientos farmacéuticos y medicinales, siendo
considerado como el gingseng del mar. Se ha reportado
que tiene propiedades para cicatrizacién de heridas y el
tratamiento de tlceras de estémago, asma, hipertension,
reumatismo y sinusitis, entre otros (Aminin et al.,
2010; Mayer et al., 2011). Se han descrito algunas
propiedades como las de poseer mucotin, una proteina
que podria retardar el envejecimiento, actuar como anti-
tumoral y como agente en la coagulacion de la sangre
ademas la presencia de lectina inhibe el desarrollo de
posibles pardsitos, en adicién a algunas propiedades
antibacterianas y antifungicas (Ridzwan et al., 1995;
Haug et al., 2002; Farouk et al., 2007; Kumar et al., 2007;
Ismail et al., 2008). Es posible obtener ciertos tipos de
metabolitos o compuestos bioactivos importantes en la
industria alimentaria, quimica y farmacéutica de gran
interés comercial, tales como el triterpeno glucésido,
el sulfato de condroitin, los glucosaminoglucanos, los
polisacdridos sulfatados, los esteroles, los compuestos
fendlicos, los péptidos vy las lectinas (Kerr y Chen, 1995;
Vieira et al., 1999; Mourao y Pereira, 1999; Bakunina et
al., 2000; Miyamoto et al., 2006; Aminin et al., 2010).

Ademads de lo anterior, los pepinos de mar representan un
importante papel ecolégico en el ambiente marino, pues
al alimentarse de sedimento se benefician de la materia
orgdnica, los microorganismos y nutrientes circulantes y,
a su vez, oxigenan el sedimento al removerlo, proveen
hasta el doble de nitrégeno, evitan su estratificacién y
procesan la materia orgdnica desprendida de plantas
fanerégamas (Sambrano et al., 1990; Tagliafico et
al., 2011). Dentro de las interacciones ecoldgicas que
existen entre los organismos marinos (crustdceos,
moluscos, equinodermos, poliquetos, etc.) con los
microorganismos (bacterias y hongos), se encuentran
las interacciones positivas (simbiosis, protocooperacion,
comensalismo) y negativas (competencia, parasitismo,
amensalismo) (Schlegel, 1997; Madigan et al., 2003). Asi
mismo, dentro de las interacciones negativas surge el
antagonismo o control bioldgico entre microorganismos
de un determinado huésped. Estudios realizados
por Mora-Cristancho et al. (2009) sobre la actividad
antagénica entre bacterias aisladas de esponjas de
mar, mencionan que las relaciones antagoénicas
influyen como un posible mecanismo de regulacién del
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crecimiento poblacional de microorganismos o ataques
frente a patégenos.

En Colombia existen numerosas especies de pepino
de mar habitantes de aguas someras y profundas, que
estdn siendo explotadas ilegalmente. La ausencia de
informacion sobre holoturios es un tépico constante
en el dmbito cientifico y académico nacional. Especies
marinas muy importantes por su papel en la ecologia
del sistema son a menudo subvaloradas y de ellas se
desconoce su significado biolégico y potencial en los
campos de aplicacion préctica como la farmacologia, la
quimica, la acuacultura o la alimentacién. Un interés
creciente sobre el estudio de estos invertebrados marinos,
que actian como “bioturbinas”, motivé al estudio de
la composicion de su microbiota asociada a la piel y al
tubo digestivo, teniendo en cuenta la hipétesis de que
los grupos bacterianos y fingicos aislados del pepino de
mar, a nivel de la piel (superficie dorsal y ventral) y el
tracto digestivo, son colonizados por sus similares que
ejercen un control en el crecimiento de las poblaciones
de otras bacterias y hongos. Se planted entonces el
objetivo de identificar las comunidades bacterianas
y flngicas asociadas al pepino de mar Isostichopus
badionotus, especie de importancia comercial y nativa
de las aguas someras del Caribe colombiano, asi como
evaluar las interacciones antagénicas entre dichas
comunidades.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las muestras

Se colectaron ocho especimenes de pepino de mar
Isostichopus badionotus provenientes de la zona ubicada
frente al Aeropuerto Simén Bolivar (11°07'10.74"N y
74°13'50.33"0) y la Bahia de Taganga (11°16.04" N,
74°11.24" W), las cuales fueron transportados vivas
al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad del
Magdalena, para su procesamiento inmediato.

Procesamiento de muestras y aislamiento
de bacterias y hongos

En el laboratorio, los pepinos fueron sacrificados
mediante hipotermia y lavados tres veces con 10 ml
de agua de mar esterilizada (AME). El aislamiento
de microorganismos se realizé a partir de la piel y el
tubo digestivo de cada individuo, utilizando la técnica
de barrido con hisopado por duplicado para remover
las bacterias y hongos adheridos a la superficie. El
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hisopo se sembré por duplicado en placas Petri (10
cm) con medio Agar Glicerol Agua de Mar (AGAM) y
en Agar Malta Sal (AMS) al 5 % para el aislamiento de
bacterias y hongos, respectivamente. Los cultivos se
incubaron a 25 + 2 °C en oscuridad y bajo condiciones
aerdébicas y microaerofilicas durante 7 dias con
registro de observaciones diarias. Se recolectaron las
colonias heterotréficas tomando como criterio el buen
crecimiento en el medio de aislamiento.

Las cepas bacterianas obtenidas fueron caracterizadas
teniendo en cuenta los diferentes morfotipos de las
colonias aisladas (Gémez et al, 2006) y con base en la
tincion de Gram, empleando un microscopio dptico.
Para su identificacion se realizaron pruebas bioquimicas
mediante los micrométodos de BBL Crystal® para Gram
negativos y Gram positivos. Para los hongos se realizaron
caracterizaciones microscopicas y macroscopicas
de las colonias aisladas. Adicionalmente, se
efectuaron ensayos con microcultivos para inducir
a la formacién de estructuras de reproduccién
sexual y asexual. La identificacidon de los géneros
y especies se realizdé mediante las claves de Von-
Arx (1981) y Barnett y Hunter (1987).

Ensayos de antagonismo bacteriano in vitro

A partir de las cepas bacterianas aisladas e identificadas, se
seleccionaron las mds frecuentes para realizar los ensayos
de antagonismo mediante la técnica de difusion en agar
con discos de sensibilidad (Hewitt y Vicentt, 1989). Para
tal fin, se realizaron cultivos con las cepas bacterianas
seleccionadas en caldo con la composicién del medio sélido
AGAM (Smith y Hayasaka, 1982), a 25 + 2° C durante 24
horas; se inoculd en la placa Petri con medio AGAM 100 pl
de cada cepa bacteriana y se ajustd al patrén de turbidez
No. 0.5 de McFarland, equivalente a 1x10% células/ml
(Koneman et al., 1987). En este caso se inocularon en los
discos de papel 20 pl de cada una de las cepas bacterianas
(Hewitt y Vincent, 1989), cuya capacidad antagénica se
ensayo sin ajuste de la concentracién por el patrén de
MacFarland (Brinkhoff et al., 2004). Para la determinacién
de los enfrentamientos entre las cepas bacterianas se utilizé
un disco de antibidtico de amplio espectro (Sulfametoxasol
- SXT) con una concentracion de 25 pg (control positivo) y
un disco estéril de papel sin antibiético y sin caldo marino
(control negativo). La presencia de halos de inhibicién
alrededor de los discos fue considerada como una respuesta
cualitativa antagénica entre las cepas. Cada prueba fue
realizada por triplicado.

Pruebas de enfrentamiento dual de las
cepas fangicas

Los ensayos antagonicos entre las cepas de hongos
fueron realizados mediante la técnica de enfrentamiento
dual en placas con medio de cultivo AMS (5 %) (Pérez
et al., 2002). Para esto, y de forma separada cada una
de las cepas fueron enfrentadas entre ellas mismas,
inoculdndolas a 4 cm de distancia para ser reportado
como crecimiento influenciado. Al mismo tiempo,
cada uno de los in6culos de las cepas identificadas
fue colocado en el centro de otra placa con el mismo
medio de cultivo (crecimiento libre). Como control
positivo se utiliz una cepa de Trichoderma sp. (hongo
antagoénico, tomado del Laboratorio de Microbiologia
de la Universidad del Magdalena). Los cultivos fueron
incubados a 25 °C por 7 dias. Finalizado el tiempo
de incubacidn, se calculé el porcentaje de Inhibicién
Micelial (% IM) de acuerdo con la siguiente férmula:

% IM = [(Cl - Ci)*100]

Donde Cl es el crecimiento micelial libre y Ci es el
crecimiento micelial influenciado (Suarez-Contreras y
Rangel-Riafo, 2008). El porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial (% IM) fue determinado para
cada una de las cepas usando el modelo matemadtico
recomendado por Pérez et al. (2002).

RESULTADOS

Aislamiento y evaluacion de actividad
antimicrobiana entre especies bacterianas

Se aislaron un total de 42 cepas bacterianas asociadas
a L. badionotus, de las cuales se seleccionaron 10 para
su identificacién taxondmica y ensayos antagdnicos.
En la Tabla 1 se muestran las especies identificadas, asi
como la zona del cuerpo del pepino de mar de la cual
fueron aisladas.

Con excepcidon de Proteus mirabilis, la mayoria de
las cepas bacterianas mostraron sensibilidad ante
el antibiético SXT (Sulfametoxasol). Los ensayos
antagénicos determinaron que las especies bacterianas
aisladas no presentan actividad inhibitoria, pues no
se observaron halos de inhibicién en el crecimiento
al enfrentar cada una de estas con las otras especies
bacterianas.
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MICROBIOLOGIA DEL PEPINO DE MAR

Tabla 1. Especies bacterianas aisladas del pepino de mar
Isostichopus badionotus en la Bahia de Taganga, Caribe
colombiano.

Cepa Zona de aislamiento

Bacillus cereus
Bacillus subtilis Piel (dorso)

Bacillus megaterium

Piel (dorso)
Tracto digestivo

Corynebacterium acuaticum

Proteus vulgaris

Enterobacter agglomerans Piel (ventral)

Proteus mirabilis
Serratia marcescens Tracto digestivo

Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter anitratus Dorsal

Aislamiento y actividad antagdnica de
hongos asociados al pepino de mar

Se aislaron 27 cepas flingicas de las distintas partes de los
pepinos. Todas las cepas aisladas corresponden a hongos
de talo micelial pertenecientes al grupo de los hongos
Mitospéricos (Deuteromycotas o grupo anamdrfico de
Ascomycetes y Basidiomycetes) (Hawksworth et al.,
1995; Alexopoulos et al., 1996). Del total de las cepas
se lograron identificar ocho especies ftingicas (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de hongos aislados del pepino de mar Isostichopus
badionotus en la Bahia de Taganga, Caribe colombiano.

Cepa Zona de aislamiento
Aspergillus flavus Piel (dorso)
Aspergillus niger Piel (ventral) - Tracto digestivo
Aspergillus sp. Piel (ventral)

Cladosporium fulvum Piel (dorso y ventral)

Cladosporium herbarum  Tracto digestivo
Gliocladium sp. Tracto digestivo

Paecilomyces Piel (ventral) - Tracto digestivo

Piel (dorsal - ventral) - tracto

Penicillium sp. digestivo
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Ensayos antagonicos mediante
enfrentamiento dual

Cada una de las cepas flingicas sefaladas en la Tabla
2 fueron enfrentadas entre si para establecer si existia
actividad antagénica. Asi mismo, en la Tabla 3 se
muestran los cédigos asignados a cada una de las cepas
fiingicas con los didmetros de la colonia considerados
como crecimiento libre. Los cddigos se asignaron con
el fin de identificar las cepas al momento de realizar los
cdlculos matemadticos de enfrentamiento dual.

Tabla 3. Crecimiento libre de las cepas fungicas de pepino de mar
Isostichopus badionotus en la Bahia de Taganga, Caribe colombiano.

Cadigo Cepa Crecimiento libre (cm)
A Penicillium sp. 3.4
B Paecilomyces sp. 7.0
C Aspergillus sp. 9.0
D Aspergillus niger 5.0
E Aspergillus flavus 4.0
F Gliocladium sp. 7.6
G Cladosporium fulvum 8.5
H Cladosporium herbarum 2.1
I Trichoderma sp. 10.0

El enfrentamiento entre las especies de hongos aisladas
del pepino de mar produjo comportamientos muy
variables en la inhibicién del crecimiento (Tabla 4),
pudiéndose observar desde un efecto nulo (0 %) (C
vs H; Dvs A; Dvs C; D vs E; D vs H; H vs G) hasta
un alto porcentaje de inhibicién micelial entre los
enfrentamientos de C vs F (94,4 %), C vs G (91,1 %)
yGvsF (84,7 %).

La cepa I (Trichoderma, hongo antagdnico) fue
considerada como control positivo, presentando el
mayor didmetro de colonia en el crecimiento libre.
El porcentaje de inhibicién minimo frente al hongo
antagénico fue de 45 % (I vs A) mientras que el mayor
porcentaje de inhibicién micelial fue de I vs C.
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Tabla 4. Actividad antagénica entre las especies flingicas aisladas de pepino de mar Isostichopus badionotus.

enffeegti:\da Cepa  MB(cm) MA (cm)  %MI
B 3,4 1,3 61,8

C 3.4 15 55,9

D 34 1,0 70,6

A E 3.4 1,5 55,9
F 3.4 2,5 26,5

G 3.4 1,7 50,0

H 3.4 23 32,4

A 7,0 4,0 42,9

C 7,0 50 28,6

D 7,0 45 35,7

B E 7,0 45 35,7
F 7,0 45 35,7

G 7.0 3.4 51,4

H 7,0 3,0 57,1

A 9,0 4,0 55,6

B 9,0 2,0 77.8

D 9,0 2,0 77.8

¢ E 9,0 2,0 77,8
F 9,0 0,5 94,4

G 9,0 0,8 91,1

H 9,0 9,0 0,0

A 5,0 5.0 0,0

B 5,0 3,5 30,0

C 5,0 5,0 0,0

D E 5,0 5,0 0,0
F 5,0 45 10,0

G 5,0 4,5 10,0

H 5,0 5,0 0,0

A 4,0 3,5 12,5

B 4,0 1,5 62,5

C 4,0 3,6 10

E D 4,0 27 32,5
F 4,0 1,7 57,5

G 4,0 32 20

H 4,0 2,4 40

enf(rzgrll);da Cepa  MB (cm) MA (cm) %MI
A 7,6 4,3 434

B 7,6 1,6 78,9

C 7,6 1,0 86,8

F D 7,6 2,8 63,2
E 7,6 7,0 7,9

G 7,6 5,5 27,6

H 7,6 3,7 51,3

A 8,5 5,1 40,0

B 8,5 2,0 76,5

C 8,5 8,4 1,2

¢ D 8,5 1,8 78,8
E 8,5 2,6 69,4

F 8,5 1,3 84,7

H 8,5 5,1 40,0

A 2,1 1,5 28,6

B 2,1 0.8 61,9

C 2,1 0,5 76,2

H D 2,1 1,5 28,6
E 2,1 1,5 28,6

F 2,1 1,5 28,6

G 2,1 2,1 0,0

%IM: Porcentaje de inhibicion Micelial, C.: crecimiento micelial
influenciado, M, : crecimiento micelial libre (control)

DISCUSION

Los holoturios se encuentran dentro los organismos mds
pobremente estudiados en el mundo. Se conoce que son
consumidores de sedimentos y elementos en suspension,
y gracias a ellos es posible “oxigenar” el substrato, mover
la arena y reciclar el detritus (Sant, 2006). Su papel como
“bioturbinas” probablemente esté relacionado con la
microbiota presente en la piel y drganos internos y con la
capacidad de utilizar la materia orgdnica a través de procesos
internos de quimiosintesis (Ward-Rainey et al., 1996).
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MICROBIOLOGIA DEL PEPINO DE MAR

Se aislaron 69 cepas microbianas, de las cuales 10
corresponden a especies bacterianas y 8 a especies
fingicas, que se consideran como microbiota presente
en piel y tubo digestivo de I. badionotus, especie
habitante de las aguas costeras del Caribe colombiano.
Estos hallazgos proporcionan informacién valiosa
relacionada con la microbiologia, la biologia y la
ecologia de la especie, ya que puede explicar de cierta
manera el comportamiento de “bioturbina” por el cual
son conocidos estos invertebrados, al transformar
material orgdnico en forma de grano y soltar al agua
en forma de nutrientes. Ademds, al cavar el fondo
continuamente esparcen el sustrato a su alrededor
(Nithyanandan, 2003). Las bacterias y hongos asociados
al cuerpo de los pepinos son cosmopolitas; también
constituyen la microbiota del sedimento que remueven
los pepinos para obtener sus nutrientes, y muchos de
ellas contribuyen a descomponer la materia organica
(Roberts et al., 2001).

Por otro lado, los microorganismos desempefian
un papel importante en la vida de sus huéspedes y
en los ecosistemas en que habitan, al actuar como
pardsitos o simbiontes comensales. En este caso, los
microorganismos marinos identificados son esenciales
en los ecosistemas que habitan los pepinos de mar, pues
influyen en el reciclaje de nutrientes, la remineralizaciéon
de las fuentes de carbono absorbidas, el movimiento
de materia y energia en su medio, la descomposicion
del detritus, la dieta de organismos bentdnicos o en las
actividades metabdlicas normales de los individuos,
ademads de actuar como una barrera defensiva a nivel
de la dermis (Liberra y Lindeguist, 1995; Ward-Rainey
et al., 1996).

Sobre la diversidad y estructura de la comunidad de la
microbiota de la piel y el tubo digestivo de los holoturios, es
poco lo que se ha estudiado y atin se desconocen muchos
aspectos relacionados con los procesos y funciones que éstas
ejercen en la digestion de nutrientes. Asi, algunos autores
han descrito diversos métodos para el andlisis y cultivo de
la microbiota, y exponen conceptos y documentan especies
bacterianas, hongos y agentes antibacteriales (Ridzwan
et al., 1995; Ward-Rainey et al., 1996; Kumar et al., 2007;
Ramirez-Gomez et al., 2010; Mayer et al., 2011). En ese
sentido, Ward-Rainey et al. (1996) realizaron estudios
de la microbiota en Holothuria atra mediante andlisis de
secuencia del 16S ADNr con muestras de tubo digestivo
y sedimento. Se encontraron 24 cepas relacionadas con el
género Vibrio, otras con Bacillus, las subclases alfa y gama
de Proteobacterias, el linaje de Cytophaga - Flavobacterium
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- Bacteroides y otros Actinomycetales. Por otro lado, se
ha identificado la microbiota aislada del tubo digestivo
de Asterechinus elegans (Echinodermata), empleando
técnicas de biologia molecular, encontrando Proteobacteria,
Planctomycete, Firmicutes, Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides y Actinobacteria (Becker et al., 2009).

A pesar de que la metodologia empleada para el
aislamiento e identificacién de las cepas bacterianas se
basé en caracteristicas bioquimicas y microscdpicas,
se logrd identificar especies de las familias
Enterobacteriaceae, Bacillaceae y Corynebacteriaceae
aislados de I. badionotus, 1o que demuestra su diversidad
y su posible desempeno en la defensa del pepino de
mar ante agresores externos que intenten penetrar
su tegumento, asi como en los procesos metabdlicos
de absorcién, asimilacién, digestion enzimdtica y
descomposicién de nutrientes en el intestino. Estas
afirmaciones pueden estar en concordancia con lo
planteado previamente (Purser, 1970; Deming et al.,
1981; Deming y Colwell, 1982).

Una de las funciones ecoldgicas que cumplen los
microorganismos en los ecosistemas es la de interactuar
con el medio y con todos los organismos. Las
interacciones microbianas pueden ser de forma
neutra (neutralismo), positiva (comensalismo,
simbiosis, mutualismo, protocooperacion) o negativa
(competencia, amensalismo, parasitismo y depredacién)
(Schlegel, 1997; Madigan et al., 2003). Los ensayos
realizados con los microorganismos aislados tanto de
la epidermis como del tracto digestivo del pepino de
mar fueron sometidos a pruebas de interaccién negativa
mediante enfrentamientos (antagonismo), es decir,
se quiso evaluar si el contacto directo entre las cepas
bacterianas seleccionadas causaria un efecto inhibitorio
en el crecimiento de al menos una de las cepas; en
los resultados no se evidencid efecto inhibitorio. Por
esta razon, la mayoria de las especies bacterianas
encontradas podrian estar interactuando de alguna
manera neutra u oportunista a través de una funcién
beneficiosa, o sistema de defensa para los organismos
invasores. Sin embargo, no se podria afirmar si las
especies aisladas del pepino de mar correspondan
a microorganismos benéficos o perjudiciales, a
pesar que algunos trabajos sobre microorganismos
aislados de holottiridos mencionan que éstos han sido
utilizados como productos farmacéuticos (probidticos),
terapéuticos o antimicrobianos (Ridzwan et al., 1995;
Ward-Rainey et al., 1996; Kumar et al., 2007; Wang et
al., 2008; Ramirez-Gémez et al., 2010; Mayer et al., 2011).
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Por otro lado, la técnica de enfrentamiento dual
aplicada para evaluar la interaccién entre las cepas
flingicas es una técnica que demuestra la capacidad
que tienen algunas especies de hongos para reprimir
el crecimiento de otros mohos al momento de ser
enfrentados (Antagonismo o control bioldgico). Esta
accion es involuntaria y se da por la produccién de
sustancias o compuestos derivados del metabolismo
(enzimas, toxinas, antibidticos, dcidos, bacteriocinas,
etc.) que causan dafo al microorganismo enfrentado.

La cepa de Trichoderma sp., utilizada como control
positivo enfrentada a las cepas de hongos aisladas
del pepino de mar, es un hongo antagdnico, cuyo
modo de accién se basa en la produccién de enzimas
extracelulares tales como quitinasas y celulasas, y se
corresponden con la composicion y estructura de las
paredes celulares de los hongos (Infante et al., 2009).
Los ensayos del enfrentamiento con las especies de
los géneros Penicillium, Aspergillus, Gliocladium y
Cladosporium demostraron una actividad inhibitoria
en el crecimiento de cada una de estas cepas. Estos
hongos corresponden a microorganismos oportunistas
de cualquier sustrato u hospedero, sapréfitos y
cosmopolitas, relacionados con la descomposicién y
mineralizacién de la materia orgdnica tanto de origen
terrestre como acuatico (Valenzuela, 2006).

CONCLUSIONES

A partir de la piel y tubo digestivo del pepino de
mar (I. badionotus) se aisld una amplia variedad de
microorganismos, incluyendo 42 cepas bacterianas.
Diez de estas se hallaron indistintamente en piel
y tubo digestivo: Bacillus cereus, B. subtilis, B.
megaterium, Corynebacterium acuaticum, Proteus
vulgaris, P. mirabilis, Enterobacter agglomerans,
Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia y
Acinetobacter anitratus. Los ensayos de antagonismo
determinaron que las especies bacterianas aisladas no
presentan actividad antagdnica, al no observarse halos
de inhibicién.

De las 27 cepas flingicas aisladas se lograron identificar
ocho especies: Aspergillus niger, A. flavus, Aspergillus.
sp., Cladopsorium fulvum, C. herbarum, Gliocladium
sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. y Trichoderma
sp. Los ensayos de enfrentamiento dual indicaron que
las cepas de Paecilomyces sp. y Aspergillus niger tienen
mejor actividad antagénica que las otras cepas fingicas
encontradas.

Deben efectuarse estudios moleculares y filogenéticos
para confirmar la identificacién de las especies
bacterianas y fungicas aisladas y adicionalmente
continuar con la realizacién de ensayos antagonicos
que permitan verificar su interaccion.
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