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RESUMEN. Se evalué la calidad microbilégica del alga Monostroma
undulatum, Wittrock que se desarrolla en la costa patagénica, para el
consumo humano y se analiz6 la diversidad y el rol de la poblacién
bacteriana que la coloniza naturalmente. Las muestras de algas fue-
ron recolectadas en las costas de Puerto Deseado Provincia de Santa
Cruz, Patagonia Argentina (47°45°L.S., 65° 55’L.0.). Se investiga-
ron bacterias heterétrofas psicrétrofas, heterétrofas marinas, bacte-
rias de bajo requerimiento nutricional (BBRN), bacterias de bajo
requerimiento nutricional marinas (BBRN marinas), Vibrios sp,
coliformes totales, coliformes termotolerantes, bacterias anaerobias
sulfito reductoras de esporas, hongos y levaduras. Se seleccionaron
cepas que fueron caracterizadas de acuerdo a su morfologfa, tincién
de Gram, fisiologfa y metabolismo. Las mismas se identificaron
presuntivamente como: Vibrio (20%), E. coli inactiva (18%),
Flavobacterium (11%), Flexibacter (9%), Moraxella (9%), grupo
Alcaligenes/Pseudomonas (9%), Aeromonas (2%), Acinetobacter
(2%). Cotophaga (2%), Photobacterium (2%), grupo Ps/
Caulobacter/Alteromonas/Spirillum (2%). Entre los microorganis-
mo Gram positivos se destacé el género Staphylococcus. Entre las
cepas estudiadas, no se detectaron especies patégenas para el hom-
bre. En algas frescas como asi también en el agua de mar, no se
detect6 la presencia de microorganismos indicadores de contamina-
cién fecal. Estos resultados indicarian una calidad microbiolégica
del alga aceptable para la alimentacién humana. La poblacién
bacteriana asociada a Monostroma undulatum estuvo compuesta prin-
cipailmente por microorganismos Gram negativos, psicrétrofos, ma-
rinos y comprendi6 una gran variedad de géneros, predominando
los vibrios y las enterobacterias. Asimismo las bacterias identifica-
das presentaron una gran capacidad de hidrolizar diferentes sustratos
Y asi podrian contribuir en la cadena tréfica marina de este ecosistema
marino al que pertenecen las algas.

Palabras clave: Recurso alimenticio, poblaciones microbianas,
Monostroma undulatum. -

INTRODUCCION

Las algas son utilizadas como potencial recurso para el
consumo humano (1,2). En paises orientales como Japdn,
China y Corea se adicionan como 4ngredientes en distintas
preparaciones culinarias, por ejemplo el Ao Nori que es una
mezcla de algas verdes compuesta por Ulva, Enteromorfa y

SUMMARY. Characterization of microbial population present
in the edible seaweed, Monostroma undulatum, Wittrock. The
microbiological quality of Monostroma undulatum, Wittrock from
the Southern Argentinean coast, was studied for its application for
human food. Also the diversity and function of the native bacterial
population to this green seaweed was analyzed. Samples were
collected in Puerto Deseado, province of Santa Cruz, Southern Ar-
gentina (47° 45’L.S., 65° 55’L.W). The samples were analyzed for
the presence of psycotrophic heterotrophic bacteria, marine
heterotrophic bacteria, low nutritional request bacteria (LNRB),
marine low nutritional request bacteria (LNRB marine), Vibrio spp,
total and thermotolerant colifom bacteria, anaerobic sulfite reducing
bacteria, yeasts and moulds. The isolates were identified using stan-
dard techniques based on morphologic, physiologic and metabolic -
characteristics. Among the gram-negative bacteria isolated, the
predominant genera belonged to Vibrio (20%), E. coli inactiva (18%),
Flavobacterium (11%), Flexibacter (9%), Moraxella (9%),
Alcaligenes/Pseudomonas group (9%), Aeromonas (2%),
Acinetobacter (2%). Cotophaga (2%), Photobacterium (2%), Ps/
Caulobacter/Alteromonas/Spirillum group (2), The main genus of
gram-positive bacteria was Staphylococcus. Human pathogenic
bacteria were not detected. Fecal contamination indicator bacteria
were not isolated from fresh seaweed and seawater. These results
showed an adequate microbiological quality of seaweed acceptable
for human food. The bacterial population associated to Monostroma
undulatum, consisted of gram-negative, marine and psycotrophic
microorganisms, including vibrios and enterobacteria as their main
components. Also the identified bacteria showed a great capacity to
hydrolyze different substrates and so they might contribute to the
balance of this marine ecosystem.
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Monostroma (2,3). v

Desde el punto de vista nutricional, las algas son aprecia-
das por su composicién quimica rica en proteinas, minerales,
vitaminas, hidratos de carbono y fibra dietaria (4). Actual-
mente han sido consideradas a nivel mundial como una fuen-
te importante de nutrientes esenciales, siendo creciente su in-
corporacién en las dietas occidentales (1,5).
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Entre las algas que tienen potencial aprovechamiento eco-
nomico para la industria alimenticia se encuentran las perte-
necientes al género Monostroma presentada por la especie
undulatum (4). La misma se desarrolla en el mesolitoral mari-
timo de la Patagonia Argentina y su distribucién geograficaes
amplia, abarca desde Bahia Camarones hasta Tierra de Fuego
(4). Teniendo en cuenta, su abundancia en las costas
patagénicas, su potencial valor econémico y su contenido en
nutrientes se han considerado como un recurso alimenticio
que debiera ser explotado (4). Esta especie se podria consu-
mir en fresco, en tortillas 0 molida seca como condimento.

Ademas las algas marinas tienen una importancia funda-
mental como alimento natural para los organismos acuaticos
explotados por el hombre, incluyendo peces y bivalvos. Las
mismas son colonizadas por bacterias procedentes del ambiente
marino donde se desarrollan. Estos micronichos, participan
activamente de la degradacion de las algas mediante la accion
de enzimas hidroliticas (6). Por este motivo, constituyen un
eslabon importante en la cadena tréfica, no solo por su parti-
cipacion en la degradacion de la materia organica y liberacion
de los elementos minerales, sino también por su participacion
en los ciclos del carbono y del nitrégeno en los ecosistemas
marinos (7). La microbiologia marina sufre constantes modi-
ficaciones en funcién de la propia evolucion de la degrada-
cion de la materia orgénica (7).

Actualmente no se ha publicado informacién sobre la mi-
crobiologia de este recurso, por ello se plantearon como obje-
tivos, (i) evaluar la calidad microbiologica del alga verde
Monostroma undulatum para el consumo humano vy (ii) estu-
diar la biodiversidad, en base a las caracteristicas fisiologicas
y metabolicas, de la poblacion bacteriana que coloniza natu-
ralmente a la microalga.

MATERIAL Y METODOS

Descripcion de alga

Monostroma undulatum es un alga vede (Clorophyta), se
presenta como talos laminares de textura sedosa que se une a
la restinga rocosa mediante un grampon. Esta forma
corresponde a la fase macroscopica del alga, tiene un aspecto
similar a la lechuga y se desarrolla en los meses de primavera.
Al final de este periodo se observa un cambio de textura, se
diferencia en tejido fértil, transformandose en una masa mu-
cosa de color verde brillante, con liberacién de zooespora. Este
proceso conduce a la desintegracion de alga, desde el borde
externo de la lamina hacia el centro, culminando con la
aparente desaparicion cuando pasa totalmente a la fase
microscopica (8).

Lugar del muestreo
Las muestras se extrajeron manualmente del sustrato rocoso
del intermareal de Puerto Deseado, provincia de Santa Cruz,

Argentina (47° 45°L.S., 65° 55°L.0.), donde se encuentra la
colonia mas importante de algas de la Patagonia Argentina
(Figura 1).

El periodo de muestreo comprendié el mes de noviembre
del 2000 y los meses de octubre y noviembre del 2001.

FIGURA 1
Ubicacion geografica del sitio de muestreo

Toma de muestra

Se recolectaron al azar y en forma manual muestras de
algas frescas de Monostroma undulatum, las mismas se
recogieron en bolsas de polietileno asépticas.
Simultaneamente, se registraron los datos de temperatura y
pH en el agua de mary se recolectaron muestras superficiales
en recipientes estériles, para analisis bacterioldgico.

Para el procedimiento las muestras fueron trasladadas al
laboratorio de la Universidad Nacional de la Patagonia San
Juan Bosco (Comodoro Rivadavia, provincia de Chubut), en
condiciones de refrigeracién (4-8°C). Las algas se analizaron
dentro de las 24 h, desde su cosecha.

Procesamiento de las muestras

En el laboratorio se procedi6 a la separacién de unidades
muéstrales de 10g de algas. Cada una de ellas se colocé en
un recipiente de vidrio, conteniendo como diluyente agua de
mar adicionada con 0,1% de peptona de carne, esterilizada.
Se homogeneiz6 durante un minuto con Una trituradora de
cuchillas de acero inoxidable, previamente desinfectada con
alcohol al 70%.

Posteriormente se efectuaron diluciones seriadas con agua
de mar estéril (1/10 y 1/100) u se realizaron las siembras para
recuentos.
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Recuentos bacterianos, método de siembra e incubacién

Se realizaron recuentos para bacterias heterétrofas
psicrétrofas y mesdéfilas, hetertrofas marinas, bacterias de
bajos requerimientos nutricionales (B.B.R.N.), bacterias de
bajos requerimientos nutricionales marinas (B.B.R.N. mari-
nas), Vibrios sp, hongos y levaduras, utilizando el método
estdndar de diseminacién en superficie (9,10).

Para coliformes totales, coliformes fecales se emple6 el
método de recuento de nimero més probable (N.M.P) (10).

Bacterias heterétrofas psicrétofas y meséfila: en agar para
recuento en placa (g/lt: peptona de caseina 5,0; extracto de
levadura 2,5; D (+) glucosa 1,0; agar-agar 14,0-pH 7,0 + 0,1)
se incubd a 22°C y 35°C respectivamente, durante 4 dias.

Bacterias heterétrofas marinas: en agar Zobell (g/100 ml:
peptona de carne 0,5; agar 0,3; agua de mar filtrada 75 mi;
agua destilada 25 ml-pH 7,5) a 22°C, durante 4 dias.

Bacterias de bajos requerimientos nutricionales (B.B.R.N.).
Se utilizé agar R2A (g/it: extracto de levadura 0,5; peptona
proteasa 0,5; casamino 4cido 0,5; glucosa 0,5; almidén 0,5;
piruvato de sodio 0,3; K,PO,H 0,3; MgSO,.7H,0 5,0; agar-
agar 14,0-pH 7), se incub6 a 22°C durante un periodo de 4
dias.

Bacterias de bajos requerimientos nutricionales marinas
(B.B.R.N. marinas): se sembré en agar R2A adicionados con
2% de NaCl, se incubé a 22°C, durante un periodo de 4 dias.

Vibrios sp, en agar tiosulfato, citrato bilis, sacarosa (TCBS),
a 22°C, durante 48 horas.

Coliformes totales y termotolerantes: en caldo Mc. Conkey,
a 37,5 y 44,5°C respectivamente durante 48 horas.

Hongos y levaduras: en agar Sabouraud a 30°C, durante 7
dias.

Bacterias anaerobias sulfito reductoras formadoras de
esporas: se realizaron recuentos en medio diferencial para
clostridios (DRCM), con agregado de un 0,3% de agar,
distribuidos en tubos con 9 ml y esterilizados. Una vez
sembrados los medios con 1 ml de homogeneizado de la
muestra y de diluciones sucesivas, se colocaron durante 30
minutos a 70°C y posteriormente se incubaron durante 7 dias
a 35°C.

Expresion de los resultados y analisis estadistico

Los resultados se expresaron en unidades formadoras de
colonias (u.f.c) y en niimero més probable (N.M.P), por gramo
de alga.

Para el andlisis, los datos se transformaron a logaritmo en
base a 10. Los mismos fueron expresados como promedio +
desviacién estdndar. Para evaluar las diferencias entre los
promedios de los recuentos de los distintos grupos bacterianos,
se utilizaron el método de Kruskal-Wallis y el de
comparaciones miltiples de Dunn’s como prueba post-test

(11).
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Analisis bacteriolégico del agua de mar

Los pardmetros bacteriolégicos examinados fueron:
coliformes totales, coliformes termotolerantes, Escherichia
coli (E. coli), Enterococcus sp. y Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa). El andlisis se realiz6 segin las técnicas
normalizadas (9).

Caracterizacion fenotipica

De los distintos grupos bacterianos se selecciono al azar
colonias morfol6gicamente diferentes y se registraron sus
caracteristicas distintivas (morfologia, tamafio, pigmentos,
consistencia). Las cepas se purificaron mediante el método
de siembra por estrias en placas de agar ZoBell, y se repicaron
en pico de flauta del mismo medio.

Las mismas fueron identificadas presuntivamente hasta
género de acuerdo al esquema para bacterias marinas descrito
por Oliver (12) y el manual Bergey’s (13). Para la clasificacién
de las cepas se seleccionaron distintas pruebas (Figura 2) para
determinar las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas,
bioquimicas y de sensibilidad de antimicrobianos segiin se
detalla a continuacién (14,15).

FIGURA 2

Pruebas realizadas para caracterizar las cepas aisladas

A) Morfologia

- Forma bacteriana
- Tincién de Gram
- Movilidad

- Pigmentacién

B) Fisiologia

- Caracteristicas térmicas

- Tolerancia a distintos valores de pH
- Requerimientos salinos

C) Bioquimica

- Prueba de oxidacién-fermentacién (Medio O/F glucosa)

- Produccién de Indol

- Ferm Gluc-Lac/Sac-Produccién de gas y SH,

- Presencia de enzimas: catalasa, oxidasa, DNAasa, gelatinasa,
amilasa, lipasa, casefnasa, agarasa, lecitinasa, hemolisina

- Produccién de pigmentos: melénicos, piorrubina, fluoresceina/
piocianina

- Crecimiento en medio de citrato de Simmons

- Reduccién de NO, a NO;

- Denitrificacién

- Fermentacién de manitol

D) Sensibilidad a antimicrobianos
- Penicilina (10U)

- Polimixina B (300U)

- Vibriostatico 0/129 (150 pg)

Gluc: glucosa, Lac: lactosa, Sac: sacarosa.
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Tincién de Gram; movilidad en medio SIM adicionado con
2% de NaCl; requerimiento de O, en medio tiolglicolato
adicionado con 2% de NaCl.

La tolerancia a distintas concentraciones de NaCl, fue
ensayada en agar ZoBell preparado con agua destilada,
variando el porcentaje de NaCl en el medio a las
concentraciones 0%, 0,5%, 1%, 3%, 5%, 7% y 10%. Cada
una de las cepas fue sembrada e incubada a 22°C por 48 horas,
luego se registré la presencia o ausencia de desarrollo
bacteriano en la placa. Se descartaron a los 15 dias de
incubacién.

Se evalué el crecimiento a distintas temperaturas de cada
cepa, sembrdndolas en agar ZoBell e incubdndolas a las
siguientes temperaturas:4°C, 7°C, 22°C, 30°C, 37°C, 42°C, por
periodo de 7 dias.

El desarrollo a distintos valores de pH se realiz6 en caldo
Zobell y el gradiente de pH ensayado fue: 5,6,7,8,9. La
incubacién se realizé en todos los casos a 22°C por 48 a 72
horas. Luego se registrd la presencia o ausencia de desarrolio,
por la turbidez en el caldo.

Las cepas fueron analizadas con el fin de determinar sus
caracteristicas metabdlicas y lograr una identificacién
presuntiva al nivel de género. Para ello se realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas: prueba de oxidacién-
fermentacién (OF), oxidas, prueba catalasa, indol, reduccién
de nitrato, produccién de enzimas: DNAasa, amilasa, lipasa,
caseinasa, gelatinasa, agarasa, lecitinasa, ureasa, hemolisina,
prediccién de pigmentos: meldnicos, piorrubina, fluoresceina/
piocianina.

Se ensay0 la susceptibilidad al agente vibriostatico 0/129
(150 pg), y alos antibi6ticos penicilina (monodiscos de 10U)
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y polimixina B (monodiscos de 300U).

Los medios de cultivo se prepararon siguiendo la
metodologia estdndar (14,15), siendo modificados por la
adicién de NaCl en una concentracién de 2% (p/v).

Las pruebas de identificacin se incubaron a la temperatura
ambiente (22-25°C) por 48 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuentos bacterianos en agua de mar y en algas frescas

En el agua de mar, en el sitio donde se coseché el alga
Monostroma undulatum, se registraron temperaturas entre 8-
9°C y valores promedios de pH y salinidad de 8,6 y 33,2g/1
respectivamente. El andlisis bacteriolégico, no revel6 la pre-
sencia de coliformes totales ni termotolerantes en ninguna de
las muestras analizadas. Solamente, en una de las misma se
detectd la presencia de Enterococcus sp. Con un valor de 2
N.M.P. por 100 mil. En concordancia con lo informado por
otros autores en zonas cercanas a los sitios de muestreo de
este trabajo (16), los resultados se hallaron por debajo de los
limites establecidos por normas internacionales (17) para su
uso con fines recreacionales, pesca, navegacién y vida acué-
tica. |

Los recuentos de los distintos grupos bacterianos que se
encontraron naturalmente asociados a las algas, recolectadas
durante los dos afios de muestreo, se presentan en la Tabla 1
(expresados como promedios). Para el tratamiento los datos
fueron transformados a logaritmo en base 10 (log).

No se obtuvo desarrollo de coliformes totales,
termotolerantes, Escherichia coli, hongos, levaduras y bacte-
rias anaerobias sulfito reductoras formadoras de esporas.

TABLA 1
Valores promedios de recuentos bacterianos (expresados en log de u.f.c./g + desviacién estindar)

B.B.R.N **

Heter6trofas
Fecha psicrétrofa mesdfilas marinas B.B.R.N.* marina Vibrios sp.
Condiciones de incubacién

22°C-96 h 37°C-96h 22°C-96h 22°C-96h 22°C-96h 22°C-48h
Primer muestreo
(noviembre 2000) 3,14x1,24 3,14%1,22 3,92+0,39 3,82+0,57 3,94+0,21 3,06+0,41
Segundo muestreo No
(octubre 2001) 1+0 1,3£0,40 4,04+0,41 1,13+0,41 determinado 2,97+0,86
Tercer muestreo
(noviembre 2001) 2,27+0,80 1,3+0,40 4,56+0,42 1,13+£0,41 3,32+0,79 2,74+0,72
Promedio total
(n=30) 2,13£1,07 1,9+1,06 4,17+0,34 2,02+1,55 3,63+0,44 2,92+0,16

n: nimero de muestras procesadas, (*) B.B.R.N: bacterias de bajos requerimientos nutricionales (aisladas en R2A), (**) B.B.R.N. marinas:

aisladas en R2A con 2% de NaCl.
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Estadisticamente se demostré que los recuentos de bacte-
rias psicrétrofas, mesdéfilas y B.B.R.N., resultaron
significativamente mayores (p<0,05) en la primera campafa
de muestreo a comparacion de los obtenidos en los dos si-
guientes. En laFigura 3 se puede observar las diferencias en-
tre los promedios de los recuentos bacterianos obtenidos en
las tres campafias de muestreo realizadas. Este resultado po-
dria ser consecuencia de la accion de una variedad de factores
no controlables como por ejemplo: la afluencia de aves, dife-
rencia en los horarios de bajamar, la incidencia directa de vien-
tos, que de acuerdo al periodo de exposicién de las algas po-
drian favorecer la desecacion de este ecosistema durante las
horas de bajamar, provocando situaciones de stress bacteriano
con bajos recuentos.

FIGURA 3
Promedios de recuentos bacterianos

Heterétrofas Psicrotrofas Heterétrofas Mesoéfilas B.B.R.N.

O 1.er muestreo B 2.do muestreo 0 3,er muestreo

Por otra parte, en el aislamiento de los microorganismos
influyen variables que dependen de las caracteristicas del
medio de cultivo utilizado inicialmente (la salinidad, el pH y
la presencia de compuestos que cubran los requerimientos
nutricionales de distintos tipos de bacterias) y de las condi-
ciones de incubacidn (atmdsfera, tiempo y temperatura) (18).
La distribucién en porcentaje (%) de los distintos grupos
bacterianos se presenté en la Figura 4. En la misma se obser-
voé el predominio de las bacterias marinas, tanto heterétrofas
como las de bajo requerimientos nutricionales (B.B.R.N. que
desarrollaron en R2A adicionado con NaCl). Estadisticamente,
se comprobaron diferencias significativas (p<0,05) entre los
recuentos de ambos tipos de bacterias marinas y sus homdlogos
que desarrollaron en medios sin NaCl.

Por el contrario, al comparar los resultados entre los re-
cuentos de bacterias que desarrollaron en medios nutricionales
diferentes (heterdtrofas psicrotrofas y B.B.R.N. desarrollados
en R2A) no se presentaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p>0,05). Por lo tanto, la concentracion de los
nutrientes del medio no seria un factor tan influyente como la
salinidad, para lograr una mayor recuperacion de los
microorganismos autéctonos asociados a esta macroalga.

FIGURA 4
Distribucién en porcentaje de las distintas poblaciones
bacterianas aisladas: heterotrofas psicrotrofas, heterotrofas
psicrétrofas marinas, B.B.R.N. y B.B.R.N. marinas

Heterdtrofas
marinas
35%

B.B.R.N.
marinas
30%

B.B.R.N.
17%

Caracterizacion fenotipica de las cepas estudiadas

Se seleccionaron y estudiaron 55 cepas aisladas en los dis-
tintos medios de cultivo. Las colonias se caracterizaron en
general por ser circulares con bordes lisos y elevadas con un
tamafio de 2 a 3 mm y de aspecto mucoso. En menor niimero,
se aislaron colonias medianas, planas con bordes irregulares,
rugosas y consistencia friable y otras grandes y extendidas
sobre la superficie del agar.

El 49% de las colonias seleccionadas manifestaron la pro-
duccion de pigmentos de distintas gamas de colores rojos,
anaranjados y amarillos. La sintesis de pigmentos es usual en
bacterias que se desarrollan en ambientes acuaticos. Estos
actlian en forma protectora frente a la accién fotodinamica de
la luz solar, a la que suelen estar expuestos principalmente
aquellos microorganismos que permanecen en la superficie
(19).

Con respecto a la morfologia bacteriana se destaco la do-
minancia de bacilos Gram negativo (89%). Las restantes re-
sultaron bacilos y cocos no agrupados Gram positivos. Este
resultado se correlacioné con estudios previos realizados por
otros investigadores (19-24), que demostraron que el 90% de
la biota de los ecosistemas acuaticos se compone mayormen-
te de bacterias Gram negativas. Estos ultimos, mantienen li-
gadas a su pared celular y/o excretan numerosas enzimas
hidroliticas y por ello son capaces de digerir sustratos exdgenos
rapidamente. En cambio, los Gram positivos son competido-
res pobres por los nutrientes en ecosistemas marinos frios y
desarrollan, preferentemente, en habitat donde existe una alta
concentracion de materia organica como por ejemplo en los
sedimentos marinos (7).

Los resultados de los ensayos realizados, para evaluar el
crecimiento de cada una de las cepas, bajo diferentes condi-
ciones de temperaturas, pH y salinidad se registraron en la
Figura 5.



342 GALLARDO et al.

FIGURA 5
Distribucion de las 55 cepas analizadas segun el crecimiento
de diferentes (a) temperaturas, (b) concentraciones de NaCl
y (c) pH, (expresado en porcentaje)

3(%) de capas con
creckrtento

0% de cepas con
desarrollo

"3

80 80 100 0 20 40 fio

Con respecto al desarrollo a distintas temperaturas, los
microorganismos estudiados desarrollaron en mayor porcen-
taje entre 7 y 30°C, correspondiéndose por ello con el grupo
térmico de bacteria psicrétrofas (Figura 5 a). Seguin Morita
(25) las bacterias psicrétrofas pueden desarrollar de 0 a5°C y
hasta temperaturas superiores a 30°C, exhibiendo un creci-
miento 6ptimo a temperaturas mayores a 15°C. A 37°C sola-
mente desarrollo el 42% de las cepas y a 42°C el crecimiento
fue muy reducido (7%). Esto podria atribuirse a que en los
microorganismos psicrotrofos, que han adaptado su metabo-
lismo para poder sobrevivir y desarrollar en ambiente frios,
las temperaturas superiores a 30°C provocan alteraciones como
por ejemplo: desorganizacién intracelular con inactiviacion
de enzimas o complejos enzimaticos, la aceleracién del uso
del pool de aminoacidos, el incremento de la saturacién de
lipidos y/o la pérdida de la permeabilidad de la pared celular.
Estos cambios conducen a la lisis bacteriana inducida
térmicamente (19,25).

Con respecto a los requerimientos salinos, la poblacién en
estudio podria clasificarse como bacterias marinas, segun el
criterio establecido en Stainer y cois. (26), debido a que el
87% de las cepas mostraron requerimientos salinos para su
desarrollo y en su mayoria (64%) crecieron en un rango de
concentraciones de NaCl entre 1% y 5%. Solamente, un redu-
cido porcentaje (13%) desarrollé en ausencia de la sal, indi-

cando que este grupo, probablemente, serian bacterias del tipo
terrestre adaptadas al ambiente marino (26). EL 25% y 9%
de las bacterias toleraron hasta concentraciones del 7% y 10%
de NaCl, respectivamente (Figura 5 b).

Cuando el Na+ fue reemplazado por K+ desarrollaron un
alto porcentaje de cepas (67%). El rol fisiologico del sodio
aun no esta hien claro, este ion seria necesario para la estabi-
lidad de las membranas, actividad enzimatica, transporte ac-
tivo y el funcionamiento de una bomba de sodio que esta aco-
plada a la cadena respiratoria (27). Se ha postulado que las
bacterias marinas no requieren exclusivamente sodio para su
desarrollo, sino también cloruros, bromuros y otros iones (7).

En relacion con las variaciones de pFl del medio de culti-
vo, los microorganismo desarrollaron en el rango compren-
dido entre valores 5y 9, con un 6ptimo entre 6 y 8 (Figura 5
c). Este resultado podria ser atribuido a la habilidad de las
bacterias marinas a adaptarse a distintas condiciones ambien-
tales de pH (24),

Conforme a los resultados obtenidos de los ensayos de
crecimiento a distintas temperaturas, pH y concentraciones
de salinas, entre el 80% y 90% de las cepas seleccionadas,
autéctonas de algas frescas Monostroma undulatum, estarian
fisiolégicamente adaptadas a las condiciones ambientales del
ecosistema acuatico de procedencia, donde la temperatura
media es de 9°C, la salinidad media de 3,3 % (p/v) y el pH
8.6.

Entre las cepas seleccionadas, de los diferentes medios de
cultivo, se destacaron los microorganismos Gram negativos
anaerobios facultativos (69%).

El 60% de las cepas mostré la capacidad de reducir nitra-
tos a nitritos. Este resultado podria estar indicando la partici-
pacion de estos microorganismos en el ciclo del nitrogeno.
Sin embargo la capacidad de dentrificacidn, fue francamente
baja. La produccion de nitritos unida a la ausencia de
denitrificacion, sugeriria que otros microorganismos no
aerobios o no heterotrofos, posiblemente sean los responsa-
bles del consumo de nitritos que continuaria con el ciclo del
nitrégeno (28).

En la Tabla 2 se indican los porcentajes de resultados po-
sitivos de las pruebas metabdlicas realizadas.

Las cepas estudiadas en este trabajo, mostraron la capaci-
dad de sintetizar un variado espectro enzimatico: ureasa,
proteasa (gelatinasa y caseinasa), lipasa, lecitinasa, hemolisina
y otras enzimas capaces de degradar macromoléculas como
agar, polisacaridos de reserva (almidén) y DNA. La sintesis y
liberacion de enzimas hidroliticas bacterianas resulta ser ven-
tajosa para el micronicho al que pertenecen dichas bacterias
marinas. Esto es debido a que todos los organismos que lo
conforman se benefician utilizando los productos de hidrolisis
de las enzimas, que liberan al medio las bacterias marinas
(6).

Sobre la base de las pruebas de identificacion realizadas,
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la caracterizacién en géneros de las cepas seleccionadas fue
dificultosa. Las determinaciones bioquimicas y fisiologicas
deberian complementarse con la informacién que proveen los
métodos moleculares que se utilizan en estudios filogenéticos
de las poblaciones marinas, como por ejemplo el anélisis de
secuencias de 16S rDNA (29,30).

TABLA2
Distribucién porcentual en funci6n de las de caracteristicas
fenotipicas de las cepas

Porcentajes de Porcentajes de

Pruebas cepas positivas Pruebas  cepas positivas
(N=55) (N=55)
Gram negativo 89 Indol 27
Gram positivo 11 ADNasa 40
Movilidad 49 Ureasa 7
Catalasa 91 Agarasa 11
Oxidasa 49 Gelatinasa 74
Red. de NO, 60 Casefnasa 67
Desnitrificacién 2 Lecitinasa 71
Catabolismo glucosa Amilasa 65
Fermentativo 42 Lipasa 38
Oxidativo 11 Hemolisina 49
Inerte 47 Pigmentos meldnicos 34
Produccién st 11 Otros pigmentos 9

Si bien existen algunos esquemas taxonémicos para iden-
tificar los microorganismos aislados de ecosistemas marinos
(12), se han clasificado nuevos géneros y especies en este

ambiente (31-33) que solamente pueden diferenciarse median-

te métodos moleculares. Por ello, los resultados se informa-
ron como identificacién presuntiva.

De acuerdo al esquema propuesto por Oliver (12) y a cri-
terios de diferenciacién bioquimica entre géneros propuestos
en el Manual Bergey’s (13), los géneros identificados fueron:
*Vibrio sp. caracterizados en base a las pruebas de identifica-
cidn, la sensibilidad al agente vibriostatico O/129 y desarro-
llo en agar T.C.B.S. Las cepas fermentadoras de glucosa,
oxidasa positiva, que desarrollaron en T.C.B.S. y fueron sen-
sibles al agente O/129, se evaluaron bioquimicamente para
diferenciarlas de especies de Vibrio de importancia clinica.
Para ello se consideraron los resultados de las pruebas de fer-
mentacién de lactosa, sacarosa y manitol, rojo de metilo,
Vorges-Proskauer, reduccién de nitritos, produccién de indol,
hodrélisis de urea, produccién de lisina decarboxilasa, ornitina
decarboxilasa, arginina dihidrolasa, lipasa, gelatinasa, amilasa
y DN Asa, pruebas de halofilismo, desarrollo a distintas tem-
peraturas y produccién de pigmentos. De acuerdo a los resul-
tados obtenidos no se establecié relacion con especies de Vibrio
patégenas para el hombre. Por ese motivo, estas cepas fueron
clasificadas presuntivamente como Vibrio sp.
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**Enterobacterias, en segundo término de importancia, iden-
tificadas como Escherichia coli inactiva debido a la incapaci-
dad de fermentar la lactosa y/o hacerlo en forma retardada
(prueba de B-galactosidasa +), inmovilidad y por no producir
gas por fermentacién de hidratos de carbono. ***Ademds, se
identificé un bajo porcentaje de cepas compatibles con los
géneros Aeromonas y Photobacterium. **%* Las cepas res-
tantes (no fermentadoras), mostraron una amplia distribucién
de géneros. Las mismas se identificaron presuntivamente
como: Flavobacterium, Flexibacter, Moraxella, Citophaga,
Acinetobacter, grupo Alcaligenes/Pseudomonas (Ps), grupo
Xanthomonas/Flavobacterium, grupo Pseudomonas/
Caulobacter/Alteromonas y Spirillum.

Estos géneros fueron recuperados como miembros de dis-
tintos nichos marinos por otros investigadores y se especiali-
zan en la degradacién de macromoléculas muy complejas
(30,34,35).

Los porcentajes de prevalencia de organismos compati-
bles con cada género se detallaron en la Tabla 3.

TABLA3
Géneros presuntivamente identificados
(expresado en porcentajes)

Géneros (%) de cepas
(N=55)

Bacilos Gram negativos

Vibrios

Escherichia

Flavobacterum

Flexibacter

Moraxella

Grupo Alcaligenes/Pseudomonas (Ps)*

Citophaga

Photobacterium

Aeromonas

Acinetobacter

Grupo Xanthomonas/Flavobacterum*

Grupo Ps/Caulobacter/Alteromonas/Spirillum*
Gram positivos

—_—— N
MR ARRNNDNDOVOOVOOY D Y

~

Staphylococcus
Bacilos no identificados 3

* En estos grupos se encuentran cepas de caracteristicas fenotipicas
compartidas entre los géneros.

CONCLUSIONES

Los andlisis bacteriol6gicos del agua de mar y de las algas
frescas demostraron que la especie Monostroma undulatum,
obtenida en las costa de Puerto Deseado (Provincia de Santa
Cruz), podria considerarse de buena calidad microbiolégica
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para el consumo humano y su hdbitat natural seria
bacteriol6gicamente propicio para su desarrollo.

. La poblacién bacteriana autéctona de Monostroma
undulatum se caracterizé por un amplio predominio de baci-
los Gram negativos con requerimientos salinos para poder de-
sarrollar. Crecieron dentro del rango de temperatura de los
microorganismos psicrétrofos. Presentaron gran versatilidad
para multiplicarse tanto a valores de pH levemente dcidos como
alcalinos. Las cardcteristicas fisiolégicas de las bacterias se
relacionan con las condiciones ambientales del ecosistema de
procedencia.

En la poblacién bacteriana estudiada se destacé un am-
plio potencial hidrolitico de macromoléculas, sugiriendo que
podrian contribuir en la cadena tréfica marina de este
ecosistema.

Si bien se identificé una amplia variedad de géneros, pre-
dominaron los Vibrios sp. y enterobacterias. Entre las cepas
pertenecientes a ambos géneros no se detectaron especies
patégenas para el hombre.
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