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Presentacion

La Universidad Nacional de Colombia no ha sido ajena a la necesidad na-
cional de incrementar nuestro conocimiento cientifico del mar, por eso ha
sido participe desde hace varias décadas de los adelantos en la generacion
de conocimiento marino en Colombia. Consciente de la importancia de
divulgar el conocimiento sobre el mar que se genera en cada una de las se-
des de la Universidad relacionadas con el medio y bajo el liderazgo del ins-
tituto CECIMAR de la sede Caribe, se organiza cada dos anos un evento en
el cual se presentan los avances de las investigaciones en el campo marino.

La primera reunion interna sobre Ciencias del Mar se realizo en di-
ciembre de 2009 (“La Investigacién en Ciencias del Mar de la Universidad
Nacional de Colombia — 30 Afios de la Biologia Marina”), en la sede Ca-
ribe de la Universidad. Como producto de esta reunion, se publicé el vo-
lumen 14 de la serie Cuadernos del Caribe de la sede. A finales de 2014 se
realizé en Bogoté el 4° Seminario: Las Ciencias del Mar en la Universidad
Nacional de Colombia; se recopilaron varios trabajos presentados durante
el desarrollo del mismo, que no han sido atin publicados en otros medios,
y se incluyeron en el presente volumen.

Esperamos que esta contribucién aumente la difusion del conocimien-
to sobre el mar, fruto del quehacer académico dentro de la Universidad, y
estimule con ello a investigadores en formacién a profundizar en el estudio
de la aun vasta riqueza ecosistémica marina colombiana. Solo a partir del

conocimiento cientifico se puede llegar a la proteccién y adecuado uso de
los mares,

Néstor Hernando Campos C.

Arturo Acero P.
Editores
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Deteccion de actividades enzimaticas extracelulares
de bacterias marinas asociadas al caracol Strombus gigas
(Linnaeus, 1758) del mar Caribe colombiano’

Olga Maria Pérez Carrascal, Magally Romero-Tabarez,
Gloria Ester Cadavid Restrepo, Claudia Ximena Moreno Herrera?

introduccion

Organismos marinos como algas, cianobacterias, protozoarios ¢ inver-
tebrados marinos mantienen relaciones de simbiosis y cooperacion alta-
mente especificas en un delicado equilibrio (Hentschel e af., 2002). Las
superficies y los espacios internos de los invertcbrados marinos como los
moluscos son ricos en nutrientes al igual que el mar y los sedimentos donde
habitan, ademas constituyen un nicho inico para el aislamiento de bacte-
r1as marinas que son fuentes promisorias para el descubrimiento de nuevos
péptidos antimicrobianos y enzimas.

El caracol pala ¢s un molusco de gran importancia ecolbgica y so-
cioeconémica y habita en las aguas de las costas del mar Caribe (Brownell
y Stevely, 1981); es una cspecie amenazada con una microbiota poco ex-
plorada. El continuo decline de esta cspecie y el lintitado éxito del cultivo
acuicola provocd que fuese clasificada en el apéndice II de la Convencién
Internacional del Comercio de Especies de Fauna y Flora Silvestre en Pe-
ligro (CITES} en 1992, para prevenir su extincion. Se han implementado
estrategias para la conservacion vy la restauracion de las poblactones pero
el éxito ha sido limitado. Estudios en ecologia microbiana han permitido
elucidar algunos aspectos de la composicion de la microbiota del caracol
en diferentes entornos y son pioneros para empezar a entender las interac-

1 Esta investigacién fue financiada por la Universidad Nacional de Colombia, proyecto
DIME 20101007734 y 201010011 106.
2 Grupo de Microbiodiversidad y Bioprospeccion. Laboratorio de Microbiologia Indus-

trial y Biologia Celular y Molecular. Departamento de Biociencias, Facultad de Cien-
cias. Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, Calle 59A No 63-20 - Niicleo
El Volador Bloque 21-332, Medellin, Colombia. cxmoreno@unal.edu.co.
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ciones entre el huésped y sus simbiontes, y las propiedades metabdlicas de
los aislados bacterianos recuperados (Acosta et al., 2009).

El sistema digestivo del caracol pala debe ser eficiente en la degrada-
cion de polisacaridos, proteinas y lipidos; se desconoce el acople y la par-
ticipacion de las enzimas extracelulares liberadas por los simbiontes en los
procesos metabolicos del caracol, a pesar de que estudios previos describen
la importancia de las hidrolasas extracelulares en el cultivo acuicola de
otros moluscos (Viana, 2002). Las hidrolasas bacterianas también se han
vinculado con procesos de nutriciéon en organismos marinos (Tanu et al.,
2012) ciclos biogeoquimicos y transformaciéon de materia organica (Sree,
2003; Dang et al., 2009).

En este estudio se evalué la presencia de hidrolasas extracelulares en
aislados bacterianos del caracol por métodos cualitativos y cuantitativos y
se discuti6 sobre las implicaciones de las actividades amilasas, proteasas,
celulasas y lipasas, en los procesos fisiologicos y de digestién del caracol
pala del Caribe colombiano como han reportado previamente para otros
crustaceos y moluscos (Sawabe ¢/ al., 1995; Ahmadnia Motlagh ef al., 2012).
El conocimiento mas detallado sobre la actividad enzimatica de las bacte-
rias asociadas a S. gigas sera utl para el desarrollo de estrategias acuicolas y
de conservacion del caracol.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

En el estudio se seleccionaron 57 aislados bacterianos obtenidos de la mi-
crobiota del caracol pala, los cuales fueron mantenidos en medio agar
marino (Difco) a temperatura ambiente e identificados por la secuencia
del producto amplificado del gen DNAr 16S (Carrascal et al., 2014). El es-
tudio comprendié las muestras para la investigacion del Instituto de Inves-
tigaciones de Recursos Biologicos “Alexander von Humboldt” lavH-BT
12908-12911. Se obtuvieron todos los permisos necesarios de las autori-
dades nacionales para el estudio: Contrato de Acceso a Recursos Gené-
ticos y sus Productos Derivados para Investigacion Cientifica sin Interés

Comercial, RGE0073-07 (Resolucion No 0430 Feb 25 2015).



Deteccion de actividades enzimaticas extraceluiares de bacterias marinas asociadas
al caracol Strombus gigas (Linnaeus, 1758} del mar Caribe coiombiano

125

Deteccion de hidrolasas extracelulares

Determinacion de amilasas. La presencia de cepas productoras de amilasa fue
determinada sobre un medio de cultivo constituido por agar 12 g/1,, caldo
nutritivo 3 g/L. y almidon soluble 10 g/L preparado en agua estéril de
mar, con un pH inicial de 7.2. Después de la incubacién a temperatura
ambiente por 48 h, las placas de hidrélisis se revelaron con una solucion de
lugol 12 -0.3% KI-0.6%). Un halo claro alrededor de la colonia indicaba la
presencia de actividad amilasa de acuerdo con Rohban et al. (2009).

Determinacion de celulasas. La actividad celulasa de las bacterias fue de-
terminada sobre un medio de cultivo constituido por extracto de levadura
2 g/L, agar 20g/L y carboximetil cclulosa (eMcC) 10 g/L., preparado en
agua estéril de mar, con un pH inicial de 7.2. Después de una incubacion
por 48 hr, las placas se revelaron con una solucién de lugol (12 -0.3% KI-
0.6%); un halo claro alrededor de la colonia sugeria la presencia de CM-
Casa (carboximetil celulasa) (Kasana et al,, 2008; Rohban et al., 2009).

Determinacion de proteasas. La produccion de proteasas en las bacterias
tue determinada usando dos medios de cultivo: uno con caseina como sus-
trato y el otro con gelatina, el primer medio de cultivo estaba constituido
por agar 15 g/, caldo nutritivo 5 g/L,, leche descremada 100 g/L v NaCl
20 g/L, con un pH inicial de 7.2 preparado en agua destilada. Un halo
claro alrededor del sitio de crecimiento después de siete dias de incubacion
a temperatura ambiente indicaba actividad proteolitica de acuerdo con
Rohban et al. (2009).

El segundo medio de cultivo permitié determinar la actividad gelati-
nasa y estaba constituido por 120 g/L de gelatina, caldo nutritivo 8 g/Ly
NaCl 20 g/L, preparado en agua destilada {Lanyi, 1988). La licuefaccién
de la gelatina después de sicte dias de incubacion a temperatura ambiente
indicaba actividad gelatinasa.

Determinacion de hipasas. Para determinar la produccién de lipasas las ce-
pas fueron cultivadas sobre placas de agar lipasa con una solucion de reac-
tivo hipasas. El agar lipasa estaba compuesto por triptona 10 g/L, extracto
de levadura 5 g/L, agar 20 g/L, azul de anilina 0.15 g/L; y ¢l reactuvo de
lipasa con 100 mL de aceite de oliva, 1 mlL de polisorbato 80 y 400 mL
de agua destitada (Frank et af, 2004). 30 ml. del reactivo de lipasas fueron
adicionados a un litro de agar lipasas con un pH inicial de 6.8-7.0. Un halo
claro alrededor de las colonias después de 72 h de incubacion a tempera-
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tura ambiente evidenciaba la presencia de cepas productoras de lipasas de
acuerdo con Frank ef al. (1993). Para los ensayos de actividad amilolitica,
celulolitica y proteolitica se usé como control positivo una cepa de Bacillus
subtihs, mientras que para la determinacion de la actividad lipolitica se uso
como control positivo una cepa Staphylococcus aureus.

Evaluacion de las actividades enzimaticas

Actiwidad amilasa. Para los aislados con actividad amilasa se prepararon prei-
noculos de 1 ml de volumen en medio de cultivo liquido para la produc-
ci6n de amilasas (almidén soluble 20g/1, extracto de carne 10 g/1, extracto
de levadura 2 g/1, K;HPO, 2 g/1, CaCl, 0.2 g/1 y MgS0O,.7H,0, 0.1 g/1
pH 7.0); los preindculos fueron incubados durante toda la noche a 30 °C,
posteriormente, 0.1 ml de los preinéculo con densidades Opticas cercanas
a 0.8, se usaron pava mocular por separado 4 ml del mismo medio de
cultivo, los cultivos se incubaron a 30 °C, 150 rpm por 48 h. Las células
y ¢l material insoluble se removieron por centrifugacién a 5000 rpm por
20 min a 4°C. El sobrenadante libre de células se usd para determinar la
actividad amilasa. La actividad amilasa fue evaluada de acuerdo con Bern-
feld (1955}, se us6 almidén soluble como sustrato. La mezcla de la reaccion
contenia 125 pl del extracto crudo enzimatico y125 ul de almidén soluble
(10 g/1) disuelto en bufler de fosfato 0.1 M a pH 7. La mezcla de la reaccién
se incubd por 30 minutos a 30 °C. La reaccién fue detenida adicionando
250 ul de solucion de 3.5-acido dinitrosalicilico (DNs), seguido del calenta-
miento en bafio de agua a 100 °C por 5 min y posterior incubacion en un
baio con hielo, la absorbancia de cada solucién fue medida a 540 nm en
un lotometro para micro placas Multiskan EX (Miller;, 1959).

Con el fin de medir la cantidad de azucares reductores liberados, se
hizo una curva estandar de glucosa con diferentes concentraciones (0.01
—0.05-0.1-02-04-06-08-1.0-12-16-1.8g/D) que se trataron
como se describe previamente con DNS. Una unidad de actividad enzima-
tica fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol
de azacares reductores por minuto bajo las condiciones del ensayo.

Actindad celulasa. EL preinoeulo correspondiente de las cepas a evaluar
fue preparado en medio solido para la produccion de celulasas {carboxi-
metil celulosa (¢Mc) 10 g/1, extracto de levadura 2 g/1, agar 20 g/1y NaCl
20 g/1. El pH 7.0), una colonia de las placas fue inoculada en un tubo de
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ensayo con 5 ml del medio liquido para la produccion de celulasas, e incu-
bado a 30 °Ci, a 150 rpm por 48 hr. Las células y el material insoluble se re-
movieron por centrifugacion a 5000 g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante
libre de células se us6 para evaluar la actividad celulasa.

La mezcla de la reaccion contenia 125 pl del extracto enziméatico mas
125 del sustrato (¢MC 0.5% P/V) solubilizado en buffer de fosfato 100 mM,
pH 7.0 (Bailey et al., 1992). Esta mezcla se incubo por 30 min a 30 °C y
la reaccién se detuvo mediante la adicion de 250 pl DNs (Miller, 1959),
seguido del calentamiento en bafio de agua a 100 °C por 5 min vy la pos-
terior incubacion en un bafo con hielo; la absorbancia de cada solucion
fue medida a 540 nm en un fotbmetro para microplacas (Multiskan ® EX,
ThermolabSystem). La curva estandar fue realizada como se describe pre-
viamente para amilasas.

Actiidad proteasa. Para evaluar la actividad proteasa por los aislados se
us6 un medio cultivo compuesto de extracto de levadura 5 g/1, peptona
10 g/1, glucosa 0.5 g/1, KZHPO4 1 g/1, MgSO4 0.2 g/l y NaCl 20 g/I
(Kuddus y Ramteke, 2011). La preparacion de los preinéculos se hizo
en caldo marino y se incubaron por 18 horas, tubos de ensayo de 20 ml
con & ml de medio para la produccién de proteasas fueron inoculados
con 200 pl de los preindculos e incubados a 30 °C, 150 rpm por 72 hr.
Las células y el material insoluble fueron removidos por centrifugacién a
10000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante libre de células se us6 para
probar la actividad.

La actividad proteolitica fue medida por el método de Lowry. La mez-
cla de la reaccion contenia 50 pl del extracto crudo enzimatico, 250 pl de
caseina 0.65 % (P/V) disuelta en buffer de fosfato (50 mM) a pH 7. La
reaccion fue incubada durante 30 min en bafio maria a 30 °C y terminada
por la adicién de 250 pl de dcido tricloro acético (TCA) 0.6 N, la reaccién fue
incubada de nuevo por 20 minutos a 37 °C, y posteriormente se centrifugo
a 10000 g por 10 min at 4 °C. 250 ul del sobrenadante mas 625 pl de
NayCO; (500 mM) y 125 pl del reactivo Folin fueron mezclados e incuba-
dos a 37 °C por 30 minutos. La absorbancia fue medida contra un blanco
(muestra no incubada) a 660 nm. Una unidad de actividad proteasa est4
definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar el equivalente
de pmol de tirosina por minuto, bajo las condiciones definidas del ensayo.

Una solucion stock de tirosina (1.1 mM) se preparé usando 0.2 mg/ml
de L-tirosina en agua destilada estéril calentando suavemente hasta disolver.



128 Contribuciones en ciencias del mar de la Universidad Nacional de Colombia

A partir de esta solucion se prepararon las siguientes diluciones 0.000 — 0.022
—0.044 - 0.110 — 0.220 — 0.440 - 0.660 mM para crear la curva estandar.

Actividad hipasa. Esta técnica esta basada en el protocolo publicado por
Hasanuzzaman (2004). De caldos de cultivo crecidos durante toda la no-
che a 30 °C, se tomaron 0.1 ml para inocular 5 ml de medios para la
produccion de hpasas (10 g/, extracto de levadura 10 g/1, aceite de oliva
10 ml y glucosa 5 gr/l, pH 7.0) que fueron incubados a 30 °C y 150 rpm
por 48 hr. Las células y el material insoluble se separaron por centrifuga-
cion a 6000 g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante libre de células fue usado
para los ensayos de actividad lipasa,

La lipasa extracelular se evalud por un método espectrofotométrico
usando p-nitrofenilpalmitato (p-NPP) (Sigma-Aldrich) como sustrato en el
que se mide la hidrolisis de p-NPP por las lipasas, para liberar p-nitrofenol.
250 pl de buffer de fosfato 50 mM (pH 7.0) mas 200 ul del extracto crudo
enzimatico fueron mezclados e incubados a 30 °C por 2 minutos. 50 ul de
2.5 mM de p-NP (disuelto en 2-propanol) fue adicionado sobre la mezcla
e incubado a 30 °C por 30 minutos. Después de la incubacién la mezcla
se enfrié en agua con hielo, y la reaccion fue terminada con la adicion de
100 ul de 0.5 M de KOH. La actividad de lipasa [ue determinada en funcion
del incremento de la absorbancia medida a 405 nm.

Una unidad de lipasa esta definida como los pmoles de p-NP liberado
por minuto. Una unidad de actividad es expresada como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-INP por minuto. Una curva es-
tandar fue preparada usando las siguientes concentraciones de p-NP: 2 - 4
—10-- 20406080 - 100 uM.

Cuantificacion de proteinas en los extractos crudos enzimdticos. La concentra-
cion de proteinas fue determinada de acuerdo con el método de Bradford
(1976). 250 pl del reactivo de Bradford (Amresco) fueron afiadidos a 50 pl
de la muestra y la absorbancia fue medida después de 5 minutos a 620 nm.
Diferentes concentraciones (0.03125 - 0.0625 - 0.125 - 0.25 - 0.5 - 0.75

1.0, mg/ml) de BSA fueron usadas para crear la curva estandar. "Todos los
ensayos de evaluacién de actividad enzimatica y cuantificacion de protei-
nas se hicieron por triplicado.
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Resultados

Actividad enzimatica en aislados bacterianos asociados al caracol

Se evaluaron cinco sustratos diferentes en 57 awslados (heura 1. El 66.66% 0 de
ke o |

los aislados evaluados registro actividad enzimatica para al menos uno de los

sustratos evaluados. los resultados de la actividad se muestran en la tabla 1.

Figura 1. Actividades enzimaticas de aislados bacterianos en placas de agar evidenciadas

por formacién de halo alrededor de la colonia. a) Hidrolisis de lipidos por cepa 3CpBB10.
b) Hidrdlisis de caseina por cepa 22CpB4. ¢) Hidrdlisis del almidon par cepa 27Cp0I117 d)
Hidrolisis de la celulosa por cepa 1CpB10.

Tabla 1. Aislados bacterianos y sus correspondientes actividades enzimaticas
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i ! Actividad
- | Niamero de |
pristat Aislados acceso al ‘ Proteasas
: - b | . Li
relacionado Gk’ | Amil b e ol Celul
Gelatina | Caseina
18CPOBIO | JN602247 | - + : . g
3CpBBI10 JN602223 - - + - +
Psychrobacter sp. — ! (= bl o . _ 1 N8 1
10CpBB10 | JN602217 - - : - +
2CpBBI11 JN602214 - e 5 - *
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Género . Namero de . S :
S, Aislados accesoal ) Proteasas: i P
GenBank @ Amilasa. | P Celuinsa, | Lipsa:
| R, | "R :

3CpBBIT | JN602220 N = s

8CpBBl1 JN602216 - + - -

ICpBBl14  JN602222 . . .
2CpBBI4  JNG02232 s + 5 +
GCpBBI4  JNGO2234 5 = - +
8CpBBI4  JN602233 2 , s +

4CpBBI3  JN602215 - . * -

Pyychrobacter sp. lQCpVBWSﬂ | JNGO2246 & = - =
25CpBl . JN602244 - - . +

3GpB4  © JN602226 & + - 2

10CpB4 | JN602227 & " . .

ICpBA3 | JN602235 - " + .
24CpOLI5 | N602254 - " - +

29CpOLI5 | JN602243 = i -

Psychrobacter celer 1CpBBI10 JN602224 - - -
29CpB4 | JNB02238 + + -

P a— 1CpB10 | JNE02228 % - % & =
5CPOI8  © JNB02239 5 + : | =

%WCpOIs  JN602247 . - . -
3CpBI9 JN602229 . ) . .

Exiguohacterium sp - ———— —
 5CpBIO | JN602253 . - & ] 5
27CpOLIT | NK02236 - - .
1CpBBI2 Ni - - +
2CpBBI3 Ni " & 2 +
Fxgunbacterium 3CpBBI2 Ni - = & +
4

araatum ICpBBI3 1 Ni % & 5 +
3CpBBI3 2 Ni ~ + - +
1CpBAD Ni - + = =t
4CpBAS Ni - + + +
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. Actividades enzimaticas
Género N sl
Iacionado® Aislados acceso al H Proteasas ;
relaclonado GenBank @ Amilasa T i Celulasa | Lipasa
Gelatina | Caseina !
2CpBI9 ©  Ni - - + +
i 2CpBI7 ! Ni . = 1 4 . ¢
Exiguobacterium 5CpBI8 | Ni - ’ + . ; +
: - : ! :
arabatum BCpME9 ; Ni | . . . _ +
Cp7 Ni - - + | - .

(+): Presencia de actividad, (-) ausencia de actividad
Ni: No identificado
*Datos referenciados Carrascal {2014).

El 50% de los aistados registré multiples actividades hidrolasas (una cepa
con cuatro actividades, cuatro cepas con tres y 14 cepas dos actividades hidro-
liticas diferentes), mientras que el 50% (19 cepas) solo una actividad hidrolasas.
El 49% de los aislados exhibi6 actividad proteasa y el 37°% actividad lipasa, el
14% restante no presento actividad. El nimero de cepas identificadas dentro
de los géneros Halomonas sp. Psycrobacter sp. y Exiguobacterium sp. que mostraron
actividad de hidrolasas extracelulares se muestra en la figura 2.

Evaluacidn de la actividad de hidrolasas extracelulares

Actividad amilasa. En el experimento previo sobre el andlisis cualitativo de
la produccion de amilasas de 57 aislados que fueron crecidos sobre agar
almidon, seis formaron un halo claro alrededor del sitio de crecimiento,
los cuatro con el halo de mayor tamafio fueron seleccionados para eva-
luar la actividad amilasa. Para la evaluacion de la cantidad de aztcares
reductores liberados por las amilasas se construyé una curva estandar
de glucosa tal como se describe previamente en los métodos. El aislado
27CpOI17 caracterizado como Exiguobaclerium arabatum, y los aislados
3CpBI9 y 5CpBI9 caracterizados como Exiguobacterium sp., (tabla 1) des-
pués de 48*hr de incubacion a 30 °C registraron actividades amiloliticas,
sin embargo, la cepa de E. arabatum registr6 una mayor produccion (4.2 U)
con valores cercanos a los registrados por B. subtilis (5.3 U) en las condi-
ciones evaluadas (tabla 2).
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Figura 2. Numero de cepas identificadas con actividad de enzimas hidroliticas.

Tabla 2. Actividad e hidrolasas extracelulares de aislados bacterianos asociados
al caracol pala

. : veld Actividad
Proteinas

Actividad Aislado » Actividad (U) especifica (U/
totales (mg) . mg de proteina)
Halomonas sp. i ; -

| Cepa 26CpOT8 0,0897 1,020 £ 0,678 11,376
o Exiguobacterium ‘ ;
. arabatum. Cepa 0,0701 4,185+ 0,754 59,305
L 27CpOT17 i t

simllagy i Exiguobacterium sp i o :
by sp. i ! 4 : 99 14
Copa 3CoBIO 0,1043  0d0toms 99,148
- Exiguobacterium sp.
; < : ; + i
' Cepa 5CpRI9 0,0702 : 2,144 + 0,058 30,539
CBs 0,0785 5371402278 ! 68,404
Prsychrobacler ceter
' Cepa 1CpBB1O 0,0764 1,0146 £ 0,0010 0,1914
" Uncultured. :
Psychrobacter sp. . oy . 5
' Cepa 3CpBBI | 0,0581 1,0392 £ 0,0163 ; 1,1428

Proftas | Exiguobacterium sp - :
- Exi cterium sp. R : q
 Cepa 5CpBI9 0,0343 1,0204 £ 0,01 14 1,0901
| Eypemhacier sp: 0,0243 10425 + 0,0005 | 1,7534

Cepa 7CpMES _
CBs 0,039 1,4331 + 0,0370 (k]

i
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| *Proteinas pletd ACdVidamd”
Acdyidad Aidlado S Actividad (U) especifica (U/
totales (mg) 4
- mg de proteina)

- Psychrobacter sp.

Lipasa Clpn 8CpMPS 05 11,20 £5,3 |l
- : i‘(’;’j”jﬁ‘:d’r 5 01168 L 54120 4654
‘_ ?3;:[:0;?212 o 0,2063 . 700133 B “_34,4

o 0101 a8t m®

7 : é:;j:rf?f}’sglln £,0979 525427 155,52

f:l;’fbf’l‘)’”;‘;’: s 0,0556 9.28 £ 4,0 166,58

s 0,0864 5.05 423 58,43

* Las proteinas fueron medidas por el método de Bradford. * Unidades de actividad enzimatica
umoles de glucosa/ mg de proteina* minuto. © Unidades de actividad enzimatica pmoles de tiro-
sina/ mg de proteina* minuto. ¢ Unidades de actividad enzimdtica pmoles de p-nitrofenol / mg de
proteina* minuto % Error estandar, (N=3).

Actividad proteasa. La formacion de un halo claro alrededor de las colo-
nias en medio de cultivo con caseina fue observado en 28 aislados. Las ce-
pas con mayor halo de hidrélisis (sicte aislados) fueron seleccionadas para
medir la produccion v la actividad proteasa. Se elabord una curva estandar
de L-tirosina para hacer la medicion de la actividad proteasa en unidades
de tirosina liberada. Los resultados presentados en la tabla 2, revelan act-
vidades inferiores a las registrados por el B. subtilis. I'res aislados presenta-
ron actividades mayores a 1 U/mg y el aislado 7CpMES identificado como
Psychrobacter sp. exhibi6 la mayor actividad proteasa (1.7 U/mg).

Actividad lipasa. Usando un medio de cultivo para la produccion de lipa-
sas, se llevé a cabo la preparacion de los extractos crudos enzimaticos para
ocho de los 11 aislados bacterianos, que habian evidenciado inicialmente
actividad lipolitica cualitativa. Seis extractos cnzimaticos presentaron acti-
vidad lipolitica extracelular usando el sustrato de para-nitrofenil palmitato
(p-NPP) {tabla 2}. Para realizar la cuantificacion de las lipasas se elaboro6
una curva estandar de p-nitrofenil como se describe en los métodos. Tres
cepas presentaron actividades superiores a 140 U/mg, que corresponden a
el aislado 5CPBI9 Exiguobacterium sp. con167 U/mg y los aislados 8cpME9
v 3CpBB10 de Psychrobacter sp. con 149 y 155 U/mg, respectivamente.
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Todas las curvas estandar de actividad amilasa, proteasa, celulasa y
lipasa mostraron un R? = 0.99. Para comparar en este estudio la activi-
dad de las hidrolasas de los aislados con enzimas comerciales se usaron, la
a.- amilasa y Proteasa de Bacillus amyloliquefaciens (Sigma-Aldrich). En los
resultados se muestra que la actividad de estas enzimas es notoriamente
superior a las de los extractos enzimaticos evaluados.

La actividad de la enzima comercial evaluada es equivalente a 250
U/g Cuando concentraciones superiores a 100 U/g fueron evaluadas, los
valores de las absorbancias permanecieron iguales, lo cual se puede expli-
car por el consumo completo de la cantidad de almidén en una solucién al
1% (P/V) y por que tan solo una unidad de almidon de la enzima comer-
cial puede degradar 5.26 g de almidon seco por hr.

Discusién
La microbiota bacteriana y sus hospederos interactGan manteniendo un
adecuado balance, en algunos casos ocurre complementacion metabolica
entre el hospedero y su invitado; la microbiota aporta metabolitos de inte-
rés para el huésped y viceversa. En el caso del caracol pala, la microbiota
podria ser vinculada a su adecuacion biolégica, tal como se ha descrito en
otros organismos marinos y sus endosimbiontes. El estudio de las propie-
dades enzimaticas de las bacterias asociadas al caracol permite hipotetizar
sobre los posibles beneficios de estas enzimas al huésped, asi como tam-
bién dilucidar sobre fuentes potenciales de enzimas hidrolasas no descritas.
En este trabajo se evaluaron las actividades hidroliticas (amilasas, lipasas,
proteasas y celulasas) de 57 cepas de la microbiota del caracol pala utli-
zando cinco sustratos diferentes. Existen estudios que muestran como la
microbiota desempefia un papel en la digestién de peces y otros animales
marinos lo cual acelera el proceso de digestion mediante la produccién de
enzimas extracelulares (Stickney y Shumway, 1974; Lesel ¢t al., 1986; Rim-
mer y Wiebe, 1987; Cahill, 1990; Ringo et al., 1995; Grisez et al., 1997).
La dieta de los moluscos es uno de los requisitos que debe cumplir con
una alta digestibilidad a fin de satisfacer sus necesidades energéticas basales
y este requisito es uno de los desafios para la industria de la acuicultura en la
actualidad (Silva y Riquelme, 2011). Diferentes estudios en moluscos como
el avalon, revelan una dependencia de la actividad de las enzimas digestivas
y de bacterias con actividad exoenzimatica para la mejora de la digestibi-
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lidad de microalgas y macroalgas que aumentan la tasa de crecimiento del
molusco (Tomoo Sawabe ef al., 2003; Daume, 2006; Macey y Coyne, 2006).
La evaluacién de la capacidad de las bacterias del caracol para degradar
un sustrato es importante en la comprension de la nutricion y fisiologia del
organismo huésped y puede ayudar en la formulacion del alimento y las
enzimas necesarias para el cultivo de la especie. Sin embargo, el papel nu-
tricional desempeniado por estas bacterias todavia no es claro.

En este estudio, bacterias aisladas de la microbiota del caracol pala
mostraron habilidades de degradacion de sustratos como caseina, gelatina,
lipidos y almidon; actividades que no habian sido descritas. De las bacte-
rias caracterizadas como Psychrobacter sp., Halomonas sp., y Exiguobacterium
sp., 66.7% registré actividad enzimatica (figura 2). El 28.12% de las cepas
tipo Psychrobacter producen lipasas. La abundancia de bacterias que secre-
tan lipasas puede estar vinculada a la alimentacién del caracol pala a través
del suministro de 4cidos grasos esénciales. El caracol pala se alimenta de
una variedad de algas y microalgas, en las cuales la presencia de acidos
grasos puede ser alta; existen reportes en organismos marinos en los que
se relaciona la presencia de acidos grasos con un 6ptimo crecimiento vy la
supervivencia del organismo (Chang y Southgate, 2001).

La mayoria de los aislados de la microbiota del caracol pala puede
degradar una variedad de sustratos, 40.6% y 3.3% de las cepas caracteri-
zadas como Psychrobacter producen proteasas con caseina y gelatina como
sustrato respectivamente, estas bacterias tendrian un papel importante en
la mejora de la digestibilidad de los alimentos y permitiria que los nutrien-
tes estén disponibles para el caracol.

Las cepas con actividad amilasa caracterizadas como Halomonas sp.
Psycrobacter sp. y Exiguobacterium sp., recuperadas de la microbiota de in-
testinos y de baba, serian de gran importancia fisioldgica para el caracol
pala (Ahmadnia Motlagh e al., 2012) por su dieta compuesta de algas, las
cuales son ricas en polisacaridos (Harris, 1993). Orozco (2009) report6 el
aislamiento de cepas de Exiguobacterium mexicanum a partr del tracto intesti-
nal de organismos marinos, encontrando que estas bacterias aumentarian
la disponibilidad de nutrientes al actuar sobre el alimento. La biomasa de
todas las bacterias aisladas del intestino podria ser fuente de proteinas esen-
ciales para el desarrollo del caracol (Gorospe, Nakamura, Abe, and Higas-
hi, 1996; Harris, 1993), ademas de incrementar su resistencia a patogenos
intestinales (Gatesoupe, 1999). Las cepas caracterizadas como Oceanobaci-
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llus sp. JN602242 v Micrococeus sp. JN602241 no evidenciaron actividades
hidroliticas (los datos no se muestran). Exiguobacterium arabatum (27CpOI17}
y Exiguobacterium sp. (5CpBl19), registraron actividad amilolitica. Estas espe-
cies no han sido reportadas previamente como productoras de amilasas, sin
embargo, algunos miembros de este género expresan amilasas y lipasas en
medios alcalinos (Lee ef al., 2009). Mas especificamente, Las pululanasas
(EC 3.2.1.41) que hacen parte de la familia de las 13 glicosil hidrolasas,
la cual es llamada también familia de las a- amilasas, han sido aisladas
de microorganismos pertenecientes al género Exiguobacterium (Salleh et al.,
2006). En cuanto a la produccién de enzimas proteoliticas, las bacterias del
género Psychrobacter han sido inusualmente descritas como productoras de
proteasas y en el caso de Exiguobacterium su actividad proteolitica esta ape-
nas comenzado a ser comprendida (Hinsa-Leasure ef al., 2010},

Conocer el funcionamiento y la importancia de la microbiota del cara-
col y sus derivados\podrian ayudar a mejorar en la formulacion de alimen-
tos para la cria o cultivo a gran escala, una de las dificultades relacionadas
con este organismo en peligro de extincién. Ademas, los aislados que mos-
traron una actividad multienzimatica podrian ser una buena fuente para el
desarrollo de probidticos.

La composicion de la produccion de la enzima de la flora bacteriana
en el tracto digestivo de peces se correlaciona con sus habitos de alimenta-
cion, algunos autores informan que peces herbivoros no poseen celulasas
endégenas y podria tomar la actividad celulasa y amilasa de las bacterias
asociadas a su alimentacién o de su microbiota (Fish, 1951; Yokoe y Ya-
sumasu, 1964). En conclusién, los resultados del presente estudio tienen
importancia en las estrategias que puedan ser tomadas para el cultivo del
caracol pala en el Caribe colombiano, respecto al manejo de la alimenta-
cion y su preservacion. Estos resultados no son espectficos para el caracol
pala, sin embargo, proporciona la vision inicial del analisis de las capaci-
dades de degradacion de los principales grupos de bacterias asociadas al
caracol pala.
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La frase de cajon reza que Colombia es un pais de espaldas
al mar, a pesar de contar con costas sobre los dos océanos
mas grandes del mundo, fundamentales para el desarrollo
de muchas de las civilizaciones histéricamente mas
importantes. La Universidad Nacional de Colombia, sede
Caribe y el Instituto de Estudios en Ciencias del Mar
(CECIMARY), conscientes de la relevancia de modificar ese
paradigma, contribuye con este libro a presentar y discutir
aspectos cientificos relevantes sobre el mar Caribe.

Los productos cientificos aqui presentados, constituyen
un aporte de gran importancia para el conocimiento de la
biologia y ecologia de varias especies, y sobre los planes
de manejo y conservacion de las mismas. Se espera que sea
un estimulo para la comunidad cientifica y académica para
profundizar en el estudio de la amplia y todavia inexplorada
riqueza ecosistémica marina colombiana, ya que el -
conocimiento cientifico suscita la proteccion
y adecuado uso de los mares.
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