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RESUMEN  

Las expectativas futuras de utilizar bacterias marinas han permitido la búsqueda de 

microorganismos novedosos con capacidad de producir compuestos bioactivos como 

métodos alternativos en el desarrollo de técnicas terapéuticas para impedir patologías 

en acuicultura. El objetivo principal del presente estudio fue evaluar la actividad 

antagonista de una colección de 25 actinomicetos de origen marino. La actividad 

inhibitoria se determinó mediante pruebas in vitro sobre cepas de Vibrio aislados de 

Litopenaeus vannamei (“Langostino Blanco”). Los actinomicetos fueron caracterizados 

por su crecimiento en Agar Marino y su actividad enzimática extracelular sobre 

diferentes sustratos. Los actinomicetos antagonistas resultantes fueron caracterizados 

en medios ISP y la cepa M11-108 fue seleccionada para determinar la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) y observaciones en Microscopía Electrónica de Barrido (MEB). 

Asimismo, se aislaron cepas de Vibrio, las que fueron evaluadas e identificadas 

mediante técnicas convencionales y confirmadas por PCR. Los resultados indican que 

el 56 % (14/25) de actinomicetos evaluados tiene actividad anti-Vibrio, siendo la cepa 

M11-108 la que produjo los halos de mayor tamaño. La totalidad muestra actividad 

multienzimática extracelular, predominando las cepas que hidrolizan almidón (80%). Se 

logró aislar y caracterizar 7 cepas de Vibrio. La CMI del extracto diclorometánico de la 

cepa M11-108 frente a los Vibrio silvestres alcanzaron valores entre 1,5 a 3,0 mg.ml-1. 

La evaluación filogenética de la cepa M11-108 indica que presuntivamente se trataría 

del género Alcanivorax del filo proteobacterias. Por su parte, entre los Vibrio fueron 

identificados V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. diabolicus. Los actinomicetos 

marinos puedan tener aplicaciones biotecnológicas en acuicultura, en especial como 

agentes probióticos en la producción de semillas larvarias de langostinos y como 

biorremediantes en los “hatcheries” contaminados por materia orgánica.  

Palabras clave: probióticos; antagonistas; acuicultura, Vibrio, “langostino blanco”. 



 

 

 

ABSTRACT 

Future expectations to use marine bacteria have allowed the search for novel 

microorganisms capable of producing bioactive compounds as alternative methods for 

the development of therapeutic techniques to prevent pathologies. The main objective of 

this study was to evaluate the antagonist activity of a collection of 25 actinomycetes from 

marine origin. The inhibitory activity was determined by in vitro tests on Vibrio strains 

isolated from Litopenaeus vannamei (White shrimp). Actinomycetes were characterized 

by their growth on marine agar and their extracellular enzymatic activity on different 

substrates. The resulting actinomycetes antagonists were characterized in ISP media 

and M11-108 strain was selected to determine the Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC) and observations in Scanning Electron Microscopy (SEM). Also, Vibrio strains 

were isolated, which were evaluated and identified by conventional techniques and 

confirmed by PCR. The results indicate that 56% (14/25) of tested actinomycetes has 

anti-Vibrio activity, being the M11-108 strain that produced larger haloes. All shows 

extracellular multi-enzyme activity, predominantly the strains that hydrolyze starch 

(80%). It was possible to isolate and characterize 7 strains of Vibrio. The MIC of 

dichloromethane extracts of M11-108 strain against wild Vibrio reached values between 

1.5 to 3.0 mg.ml-1. Phylogenetic assessment indicates that presumptively M11-108 

strain would be the genus of Alcanivorax of Proteobacteria fila. Meanwhile, among Vibrio 

were identified as V. parahaemolyticus, V. alginolyticus and V. diabolicus. Marine 

actinomycetes may have biotechnology applications in aquaculture, especially as 

probiotic and biorremediation agents in the production of larval shrimp seeds in 

"hatcheries" contaminated by organic matter. 

Keywords: Probiotics; antagonists; aquaculture, Vibrio, “White Shrimp”. 



 

1 
  

1 INTRODUCCIÓN 

El mar es una inmensa fuente de sustancias biológicamente activas y potencialmente 

útiles, prácticamente sin explorar (Subramani y Aalbersberg, 2013). Dado el hecho de 

que los océanos cubren más de 70 % de la superficie de la Tierra, son una fuente 

promisoria de nuevos compuestos farmacológicamente activos (Manivasagan et al., 

2013). Aunque los macroorganismos del océano han demostrado ser una buena fuente 

de metabolitos bioactivos, los microorganismos tales como bacterias y hongos han 

demostrado ser una excelente fuente de nuevos compuestos antibacterianos, 

antifúngicos, sustancias antivirales y antitumorales (Thenmozhi y Kannabiran, 2011) y 

en particular se ha sugerido el uso de bacterias para combatir las epizootias en la 

acuicultura (Pandiyan et al., 2013). 

La acuicultura, posiblemente sea el sector de producción de alimentos de crecimiento 

más acelerado, hoy representa casi el 50% de los productos pesqueros mundiales 

destinados a la alimentación (Das et al., 2008). Actualmente, este sector representa una 

de las fuentes de proteína animal muy valorada por el sabor y calidad de sus productos 

(FAO, 2016). El desarrollo de la acuicultura en el Perú es de carácter incipiente y está 

orientada fundamentalmente a la producción del “langostino blanco” 

(Litopenaeus vannamei), “concha de abanico” (Argopecten purpuratus), “trucha arco 

iris” (Oncorhynchus mykiss), “tilapia” (Oreochromis niloticus) y algunos peces 

amazónicos (FAO, 2015).  

Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) “langostino blanco”, es una de las especies más 

importantes en la actividad acuícola, representando más de un tercio de la producción 

mundial de langostinos (FAO, 2016). El cultivo intensivo de esta especie crea 

condiciones artificiales en el ambiente que favorecen la selección, adaptación y 

crecimiento de comunidades bacterianas que son parte de la flora normal de los 

organismos acuáticos. Estas comunidades no representan un riesgo para los 
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organismos a menos que estos se encuentren estresados, débiles o inmunodeprimidos 

(Wang y Leung, 2000). En los últimos años, han surgido una serie de problemas como 

por ejemplo, enfermedades infecciosas y el deterioro de las condiciones ambientales 

(Shariff et al., 2001), que afectan severamente a la producción (Shen et al., 2010). 

Después de las enfermedades infecciosas causadas por virus, la bacteriosis constituye 

el principal factor de mortalidad de langostinos, en particular durante las etapas de 

cultivo larvario. 

En el departamento de Tumbes – Perú, existen empresas dedicadas a la producción de 

L. vannamei los cuales son cultivados en pozas. En dichos cultivos se han detectado la 

presencia de miembros de los géneros Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas, Plesiomonas, 

Flavobacterium y otros, que tienen el potencial de comportarse como patógenos 

ocasionales, causando mortalidad en la población de los langostinos (Balcázar et al., 

2006). Por otro lado, los géneros Vibrio y Aeromonas, componen hasta el 85% de la 

flora bacteriana en el intestino de langostinos (Leyton y Riquelme, 2008); sin embargo, 

especies de estos dos géneros son considerados como los patógenos infecciosos más 

comunes y significativos (Liu et al., 2014). 

En el caso de los crustáceos como el langostino, tanto de vida libre como de cultivo, se 

han reportado en el intestino, agua y sedimento de su entorno una diversidad de 

especies como: Vibrio alginolyticus, V. campbellii, V. carchariae, V. fluvialis, V. furnissii, 

V. hoIlisae, V. harveyi, V. metschnikovii, V. natriegens, V. parahaemolyticus, V. 

vulnificus; Aeromonas veronii, A. caviae, A. hydrophila, A. sobria y A. schubertii, las 

cuales son de importancia sanitaria para los peces y humanos (Álvarez et al., 2000). 

Debido a la demanda de la producción intensiva de organismos acuáticos bajo 

condiciones controladas, la acuicultura moderna ha desarrollado una serie de técnicas 

eficaces para combatir estas infecciones, a pesar de ello, han ido apareciendo 

problemas severos de enfermedades, especialmente  relacionadas al género Vibrio 

(Ronsón-Paulín y Medina-Reyna 2002). Entre las estrategias propuestas, por ejemplo, 

se ha sugerido la interrupción del Quórum Sensing (QS) como una estrategia 
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antibacteriana (Defoirdt et al., 2004);  también se están desarrollando vacunas para 

controlar la vibriosis, pero por lo general no son usadas como una medida de control en 

las diversas enfermedades que afectan la acuicultura debido a las limitaciones prácticas 

y los altos costos que presentan  (Heppell y Davis 2000).  

Por otro lado, el uso rutinario de antibióticos durante la fase larvaria no es aconsejable 

ya que aumenta el riesgo de promover la resistencia al antibiótico y acumulación residual 

(Jiang et al., 2013) y, a la vez influir adversamente en la microflora autóctona, al medio 

ambiente y salud humana (You et al., 2005). Por lo cual, el desarrollo de estrategias 

alternativas para el uso de antimicrobianos en el control de las enfermedades es 

urgente. Asimismo, las expectativas futuras de utilizar bacterias marinas con fines 

benéficos en la sanidad acuícola han conducido a los investigadores a buscar 

alternativas en el desarrollo de técnicas preventivas y terapéuticas para reducir o impedir 

patologías en la acuicultura (Chau et al., 2011). 

El empleo de probióticos ha demostrado ventajas en la producción controlada de 

organismos acuáticos en especial en las etapas de su desarrollo larval y juvenil; por lo 

que la búsqueda de nuevos probióticos más eficaces sería un recurso potencial en la 

acuicultura. Los probióticos pueden ser aplicados en el alimento o añadirse al tanque de 

cultivo o estanque como agentes preventivos contra la infección por patógenos. 

Actualmente, probióticos a base de Lactobacillus spp. y Bacillus spp. son utilizados en 

cultivos de langostinos y proceden de organismos terrestres (Nimrat et al., 2012); así 

como ciertas cepas de Vibrio y Pseudomonas no patógenas (Verschuere et al., 2000); 

sin embargo, pocos estudios han reportado actinomicetos como posibles probióticos 

(Chau et al., 2011; Das et al., 2010, 2008).  

Los actinomicetos marinos conforman un grupo bacteriano diverso con capacidades 

metabólicas y fisiológicas únicas que les permite no sólo sobrevivir en condiciones 
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extremas, sino también  producir compuestos con actividades farmacológicas nunca 

antes vistas en microorganismos terrestres (Olano et al., 2009).  

Recientemente, los mecanismos de probióticos están siendo estudiados y reportados 

por muchas personas (Jiang et al., 2013). Por lo cual, estos hechos ameritan la 

importancia en el estudio, búsqueda, selección y evaluación de cepas nativas de 

bacterias que posean un potencial probiótico para ser utilizadas como alternativa en el 

control y tratamiento de infecciones larvales por bacterias patógenas.  
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2 MARCO TEÓRICO 

2.1 GENERALIDADES DEL LANGOSTINO  BLANCO 

Litopenaeus vannamei es un Crustáceo Decápodo Macruro nadador, de mediano 

tamaño, comestible, apreciado y comercializado en nuestros mercados. El “langostino 

blanco” es nativo de la costa oriental del Océano Pacífico, desde Sonora, México al 

Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta Tumbes en Perú, en aguas cuya temperatura 

es normalmente superior a 20 °C durante todo el año (FAO, 2016).  

El ciclo de vida del langostino (Figura 1) se inicia con el desove de la hembra en el mar, 

el cual ocurre generalmente durante la noche, posterior al depósito del paquete de 

esperma del macho. Cada hembra adulta puede liberar entre 100000 y 250000 huevos 

aproximadamente (FAO 2016), los cuales eclosionan a las 12–15 h post-cópula 

(Carvajal, 1999).  

El estadio larval consta de 11 etapas: 5 estadios de nauplio, 3 de protozoea y 3 de mysis, 

los cuales pueden diferenciarse en función al tipo de nado que realizan, como es el nado 

intermitente, hacia adelante o mediante contracciones abdominales, los cuales son 

característicos de los estadios nauplio, protozoea y mysis respectivamente (Edemar et 

al., 1996). 

Al desarrollarse la postlarva, esta se asemeja a un langostino adulto y además dejan de 

formar parte del bentos e ingresan a los estuarios, donde encontrarán mejores 

condiciones físicas para su desarrollo y mayor disponibilidad de nutrientes. Cuando 

alcanzan el estadio juvenil estos comienzan a acercarse poco a poco al mar abierto, 

para completar ahí su madurez sexual y alcanzar los lugares de reproducción, los cuales 

se encuentra alejados de la costa a profundidades de 12 a 18 metros. Los langostinos 

completan su desarrollo a los 12 meses aproximadamente, y pueden llegar a vivir hasta 

dos años (Morales, 1990). 
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Figura 1. Ciclo de vida de Litopenaeus vannamei (Modificado de Rosenberry, 2009). 

La clasificación taxonómica del langostino obedece al siguiente formato (Integrated 

Taxonomic Information System): 

Reino Animalia 

     Filo Arthropoda 

          Subfilo Crustacea: Brünnich, 1772 

               Clase Malacostraca: Latreille, 1802 

                    Subclase Eumalacostraca: Grobben, 1892 

                         Superorden Eucarida: Calman, 1904 

                               Orden Decapoda: Latreille, 1802 

                                    Suborden Dendrobranchiata: Bate, 1888 

                                         Superfamilia Penaeoidea: Rafinesque, 1815 
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                                              Familia Penaeidae: Rafinesque, 1815 

                                                   Subfamilia Penaeinae: Dana, 1852 

                                                        Género Litopenaeus: Pérez-Farfante 1962 

                                                             Especie Litopenaeus vannamei: Boone, 1931 

2.2 GÉNERO Vibrio 

El género Vibrio fue uno de los primeros grupos bacterianos en ser reconocidos y 

descritos taxonómicamente en la naturaleza (Pacini, 1854). Se encuentran dentro de la 

familia Vibrionaceae abarcando diversos grupos de bacterias marinas heterótrofas; son 

gama proteo bacterias, Gram negativas, oxidasa positivos, mesófilos, generalmente 

móviles por medio de un simple flagelo polar (Thompson et al., 2004). Toleran un amplio 

rango de salinidades, siendo el óptimo requerimiento de NaCl de ~ 2,0 a 2,5% (peso/ 

volumen). Algunas especies halófilas requieren al menos una concentración del 0,5% 

de NaCl en el medio para crecer, mientras que especies no halófilas como Vibrio 

cholerae, Vibrio mimicus o Vibrio hispanicus, pueden crecen con concentraciones 

mínimas de sal (Gomez-Gil et al., 2004).   

Naturalmente habitan ambientes marinos y de agua dulce en formas de vida planctónica 

en la columna de agua (Worden et al., 2006), bentónica desarrollando biopelículas en 

sedimentos, zooplancton (Heidelberg et al., 2002) y, en el tracto gastrointestinal de 

organismos marinos (Watnick et al., 2001). Diversos estudios han demostrado que el 

género Vibrio se encuentran en altas densidades en el ecosistema marino y han sido 

extensamente estudiados en los sistemas costeros por su importancia medioambiental 

e incidencia en la extracción de moluscos (Thompson y Polz, 2006).  

A pesar de las adversidades a las que se ven expuestos estos microorganismos al 

formar parte del tracto digestivo de organismos marinos, como por ejemplo, pH bajo, 

secreción de ácido bílico, condiciones de microaerofília o anaerobiosis; estos van a 

poseer una mayor disponibilidad de materia orgánica que en el agua de mar, llegando 
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a ser un hábitat apropiado para el desarrollo de estos microorganismos  (Urakawa y 

Rivera, 2006). 

La familia Vibrionaceae, al ser un grupo bastante heterogéneo, ha sido modificada en 

diversas oportunidades. En la última versión del manual de Bergeys (2005), consideran 

3 géneros dentro de esta familia: Vibrio (44 especies), Photobacterium (6 especies) y 

Salinivibrio (1 especies); mientras que Gomez-Gil et al. (2014) presentan 6 géneros: 

Vibrio, (género tipo), Photobacterium, Salinivibrio, Enterovibrio, Grimontia y Aliivibrio; 

reportándose 131 especies. 

La clasificación taxonómica de los vibriones obedece al siguiente formato: 

Dominio bacteria: Woese 

                 Filo Proteobateria: Stackebrandt et al., 1988 

                                Clase Gammaproteobacteria: Garrity et al., 2005 

                                             Orden Vibrionales: http://www.bacterio.cict.fr/index.html 

                                                                  Familia Vibrionaceae: Verón, 1965 

                                                                                  Género Vibrio: Pacini, 1854 

2.3 VIBRIOSIS EN  LA ACUICULTURA DE Litopenaeus vannamei 

2.3.1 Estado actual de la acuicultura de Litopenaeus vannamei 

Las estadísticas de FAO (2016) indican que el total de la producción de granjas de L. 

vannamei se incrementó constantemente de 8000 toneladas en 1980 a 194 000 

toneladas en 1998. Tras un pequeño declive en 1999 y otro más significativo en el año 

2000 debido a la irrupción de la enfermedad de la “Mancha Blanca” (WSSV) en América 

Latina, las estadísticas de FAO indican un rápido crecimiento de la producción a más de 

1 386 000 toneladas en 2004, gracias a la rápida dispersión de esta especie en Asia 

(Figura 2). 
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Figura 2. Producción mundial de la acuicultura (a partir de 1950) (FAO Fishery Statistic, 

2011). 

En los últimos años, la industria del “langostino blanco” (L. vannamei) ha enfrentado 

muchos brotes graves de enfermedades bacterianas y virales, resultando en pérdidas 

de más de mil millones de dólares (Lightner, 2011; Flegel, 2012). Por lo tanto son 

urgentes las medidas preventivas para minimizar riesgos de estas enfermedades, ya 

que hasta el momento, no existe un tratamiento eficaz disponible. La alta incidencia de 

las patologías bacterianas ocasionadas por Vibrio sp. ha ocasionado mortalidades de 

hasta el 100% de las producciones afectadas (Peña-Navarro y Varela Mejías 2015; 

Ganesh et al., 2010), por lo cual, los antibióticos han sido utilizados terapéuticamente 

en el cultivo de langostino para prevenir y reducir estos brotes (Defoirdt et al., 2011). Sin 

embargo, el mal uso de los antibióticos puede conducir a patógenos resistentes en las 

especies cultivadas (Hoa et al., 2011).  

Las infecciones relacionadas con el género Vibrio frecuentemente se dan en los 

hatcheries (laboratorios de producción de larvas), así como también en los estanques  

de crianza de langostinos adultos, donde estas bacterias suelen ser toleradas a 

concentraciones bajas en la sangre de langostinos, en el agua y sedimentos (Sizemore 

y Davis, 1985; Lovett y Felder, 1990). 
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Los estadios larvarios de las especies: Fenneropenaeus indicus, Penaeus monodon, P. 

semisulcatus, y L. vannamei, criados en cultivos, son frecuentemente afectados por 

infecciones de Vibrio campbellii, V. harveyi, y V. parahaemolyticus. Asimismo, los 

especímenes juveniles y adultos son afectados por V.  alginolyticus, V. campbellii, V. 

damsela, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. penaeicida, V. splendidus, y V. vulnificus 

(Austin, 2008; Mohajeri et al., 2011); sin embargo, muchos reportes consideran al 

género Vibrio como un patógeno oportunista, es decir solo podría afectar la mortalidad 

de los individuos bajo condiciones de estrés como: alta densidad de población, alta 

temperatura del agua, baja concentración del oxígeno disuelto e inapropiado recambio 

de agua (Rao, 2008; Mohajeri et al., 2011); por lo tanto, estos microorganismos forman 

parte de la microbiota normal del agua y los animales (Zheng et al., 2016; Ganesh et al., 

2010; Zhou et al., 2012).  

2.3.2 Signos clínicos de vibriosis en Litopenaeus vannamei 

La vibriosis en L. vannamei se caracteriza por presentar manchas rojas en la zona 

abdominal, así como también se pueden observar opacidad del musculo abdominal, 

necrosis en los apéndices, septicemia, hipoxia, anorexia, debilidad, malformaciones, 

nado letárgico en los bordes y/o superficie de los estanques y muerte (Soto et al., 2010). 

El síndrome de las patas rojas es uno de los recurrentes en los cultivos de langostinos, 

el cual es ocasionado por Vibrio harveyi, desarrollándose los primeros signos siempre y 

cuando se encuentren en una dosis de 105 a 107  UFC.ml-1. Este síndrome se caracteriza 

por presentar coloración roja de los pleópodos, periópodos y branquias, en langostinos 

juveniles y adultos (Aguirre-Guzman et al., 2013),. Asimismo, V. harveyi es la principal 

causante de vibriosis luminiscente, el cual es visible durante la noche, en las postlarvas, 

juveniles y adultos infectados (Suárez, 2008).  
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2.3.3 Transmisión 

El género Vibrio forma parte de la microbiota habitual del agua de los tanques de cultivo, 

también se les puede encontrar formando biopeliculas en distintas estructuras que están 

en contacto con el agua (Rao, 2008). La principal vía de ingreso, se da a consecuencia 

un cambio brusco en los factores ambientales, lo cual desencadena la multiplicación de 

las bacterias, las cuales logran penetrar las barreras físicas (exoesqueleto) del 

langostino. Particularmente, Vibrio sp. ha sido reportado como causante de lesiones a 

nivel de la quitina, logrando ingresar al hospedero a través de estas heridas (Cook et 

al., 1973, Alday-Sanz et al., 2002). Asimismo, las branquias, al presentar un 

exoesqueleto bastante delgado y, los intestinos anteriores y posteriores, al no estar 

revestidos por un exoesqueleto, son otra de las vías de ingreso más frecuentes al 

huésped (Bauer, 1998). 

2.3.4 Tratamiento 

La sanidad y una buena gestión del agua son factores determinantes para controlar la 

entrada de Vibrio en el agua de cultivo y, mediante la reducción del estrés entre los 

langostinos (Baticados et al., 1990).   

En los últimos años el uso de los antibióticos en acuicultura ha incrementado la 

resistencia bacteriana. Asimismo, al ser aplicados a través de alimentos en los tanques 

de cultivo de los langostino, no logran ser consumidos totalmente, por lo cual terminan 

acumulándose en el sedimento en forma de residuos (Suárez, 2008). 

 

2.4 ACTINOMICETOS 

2.4.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Los actinomicetos son un grupo de microorganismos ampliamente distribuido en 

ambientes terrestres, de agua dulce y marinos (Augustine et al., 2013). Cumplen un rol 

ecológico fundamental como agentes de la recirculación de nutrientes, representando 

entre el 20 – 60% de la población microbiana total del suelo (Jiménez, 2011).  Los suelos 
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y sedimentos son ambientes propicios para la colonización de estas bacterias, cuyas 

esporas al encontrar condiciones favorables de  temperatura, nutrientes y humedad, van 

a lograr desarrollarse en hifas vegetativas (De Lima et al., 2012). 

La amplia producción de enzimas extracelulares hidrolíticas producidas por los 

actinomicetos, particularmente en ambientes acuáticos, es el mecanismo primordial 

para la descomposición de nitrógeno y carbono (Augustine et al., 2013). Asimismo, son 

conocidos por ser una fuente prolífica de metabolitos secundarios, los cuales en muchos 

casos presentan una gran diversidad química, que es fundamental para el 

mantenimiento, señalización y colonización del hábitat microbiano (Jiménez, 2011). 

Macroscópicamente, las colonias en medios sólidos se comienzan a ver a los 3 ó 4 días 

de incubación fuertemente adheridas al sustrato. Entre los 7 a 14 días, a medida que se 

van agotando algunos de los nutrientes, comienza a desarrollarse el micelio aéreo 

produciéndose la esporulación. Esta etapa está estrechamente relacionada con la 

producción de metabolitos secundarios (Jiménez, 2011), y es aquí donde comienzan a 

observarse colonias de aspecto seco, costrosas y pulverulentas, las cuales pueden 

presentar de diferentes colores (Figura 3 y 4). En el caso de medios líquidos predomina 

la formación un sedimento de aspecto algodonoso, notándose el medio de cultivo 

transparente (Franco Correa, 2008; Prada, 2013).  
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Figura 3. Cultivo de actinomicetos en Agar Glicerol Asparagina (Tomado de Sirisha 

et al., 2013). 

 

Figura 4. Morfología de algunos actinomicetos aislados de sedimento marino (Tomado 

de Gebreyohannes et al., 2013). 

Son microorganismos Gram positivos, presentan largas hifas filamentosas (entre 0,5 y 

2,0 µm), de diámetro menor al de los hongos, crecen en forma de red llamadas micelios, 

que pueden ser de dos tipos: micelio vegetativo y micelio aéreo (Jiménez, 2011), tal 
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como se observa en la Figura 5.  La escasez de algunos nutrientes y señales de 

densidad poblacional va a desencadenar el desarrollo del micelio aéreo y 

posteriormente, de las esporas por la formación de tabiques en la punta de los 

filamentos (Prada, 2013). Otra de las características bastante peculiares de estas 

bacterias es su alto contenido de guanina y citosina (G+C) en su ADN, encontrándose 

en el rango de 51 a 78%, siendo así la bacteria con el más alto porcentaje (Becerril, 

2011). 

 

Figura 5. Morfología común de una colonia de actinomiceto en medio sólido. A: Micelio 

aéreo. B: Micelio del sustrato (Tomado de Li et al., 2016). 

Los requerimientos de oxígeno de los actinomicetos pueden ser diversos, siendo la 

mayoría aerobios, también se pueden encontrar algunas especies microaerofílicas o 

anaerobia facultativas. Son principalmente mesófilos, estableciendo su temperatura 

optima entre 22ºC a 30ºC, sin embargo se han reportado géneros como Streptomyces 

sp., Thermomonospora sp. y Thermoactinomyces sp., que se desarrollan a 

temperaturas entre 55 y 66°C. El pH óptimo para su desarrollo se encuentra entre 6,5 y 

8,0, siendo principalmente alcalinos y presentan intolerancia a los ambientes ácidos 

(Prada, 2013; Jiménez, 2011).  
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Estas bacterias al ser heterótrofas logran utilizar fuentes de carbono simples, complejas 

y compuestos moleculares orgánicos tales como ácidos, azúcares, polisacáridos, 

lípidos, proteínas e hidrocarburos alifáticos; utilizan como fuente de nitrógeno amonio, 

nitratos, aminoácidos, peptonas y proteínas (Jiménez, 2011).  

El suelo representa uno de los hábitats ecológicos con mayor número de aislamientos 

reportados de actinomicetos (Subramani y Aalbersberg 2013), por lo cual es bastante 

común reconocer el olor de suelo húmedo producido por estas bacterias debido a la 

producción de un metabolito llamado geosmina (1,10-dimetil-9-decalol), un terpenoide 

aromático (Prada, 2013). Asimismo, son saprófitos de plantas; también producen 

sideróforos, ácido indol acético y son capaces de solubilizar fosfatos, por lo cual se les 

considera promotores de crecimiento vegetal (Otero Jiménez, 2011). 

Algunos autores relacionan la amplia adaptación del Phylum Actinobacteria a las 

diversas condiciones ambientales y hospederos, justificando que el surgimiento de este 

Phylum hace 500 - 600 millones de años, coincidiría con el aumento de los niveles de 

oxígeno en la atmósfera, hasta la concentración en la que se encuentra actualmente, lo 

cual en paralelo permitió el desarrollo de los primeros eucariontes (Stackebrandt, 1991; 

Embley y Stackebrandt, 1994). 

2.4.2 TAXONOMÍA 

Anteriormente la clasificación de los actinomicetos estaba basada en caracteres 

morfológicos, por lo cual fueron incluidos entre los hongos, siendo clasificados como 

“hongos radiados”, debido a que presentaban un micelio verdadero. En la actualidad los 

actinomicetos se encuentran incluidos en el dominio Bacteria debido a que presentan 

propiedades relativas a este, sin embargo se realiza un estudio polifásico, que incluyen 

caracteres fenotípicos, genotípicos, fisiológicos, quimiotaxonómicos, técnicas 

cromatográficas, microscopía electrónica, entre otros, para llevar a cabo una correcta 

identificación hasta el nivel de especie (Prada, 2013). 
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Actualmente, la clasificación del phylum Actinobacteria sugerida en el Manuel de 

Bergey´s de Sistemática Bacteriológica ha eliminado los rangos taxonómicos de 

subclases y subordenes, reconociendo únicamente los rangos de clases y órdenes. Por 

lo tanto, el nivel más de este phylum está dividido en seis clases: Actinobacteria, 

Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria y Thermoleophilia (Gao y 

Gupta, 2012). 

Phylum: Actinobacteria 

       Clase: Actinobacteria 

                   Orden: Actinomycetales (Buchanan, 1974) 

2.4.3 ACTINOMICETOS DE ORIGEN MARINO 

Durante muchos años, la bioprospección de nuevos metabolitos secundarios se han 

centrado en el medio terrestre, siendo el medio marino relegado en gran medida 

(Subramani y Aalbersberg 2013). Hoy en día los investigadores tienen la hipótesis de 

que, dado que las condiciones del ecosistema marino y terrestre son muy diferentes, los 

microorganismos en el medio marino deben poseer características diferentes a sus 

homólogos terrestres y por lo tanto tendrían la tendencia a producir diferentes 

compuestos bioactivos (Imada et al., 2007; Valli et al., 2012). 

Más de dos tercios de los antibióticos aislados a partir de bacterias y hongos fueron 

producidos por actinomicetos: incluyendo aminoglucósidos, antraciclinas, glicopéptidos, 

betalactámicos, macrólidos, nucleósidos, péptidos, polienos, poliéteres, terpenos y 

tetraciclina (Challis y Hopwood, 2003). Como resultado, la investigación en las últimas 

décadas se ha ido expandiendo en el estudio de actinomicetos marinos, los cuales ha 

resultado ser de creciente importancia biotecnológica debido a su amplia capacidad 

metabólica, incluyendo la producción de enzimas industrialmente aplicables (Ramesh et 

al., 2009; Zhang y Kim, 2010) y de metabolitos secundarios bioactivos estructuralmente 

únicos (Lam, 2006; Fenical y Jensen, 2006; Prudhomme et al., 2008; Kim et al., 2006).  
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El grupo de los Actinomicetales está ampliamente distribuido en todo el océano, y 

pueden encontrarse en zonas intermareales, agua de mar, animales y en los sedimentos 

oceánicos (Subramani y Aalbersberg, 2012). Al igual que sus homólogos terrestres, 

están demostrando ser una lucrativa fuente de moléculas bioactivas con aplicaciones 

farmacéuticas potenciales (Mayer et al., 2010). Muchos reportes sugieren que los 

sedimentos marinos son una fuente rica de actinomicetos por lo cual muchos 

investigadores centran la búsqueda de  nuevos antibióticos en hábitats pristinos (Fenical 

y Jensen, 2006). En la India, alrededor de 1000 productos naturales derivan de 

microorganismos marinos (Meena et al., 2013), siendo los actinomicetos marinos 

considerados como los procariotas económica y biotecnológicamente más valiosos. 

En la actualidad existen diversos compuestos bioactivos descubiertos a partir de 

actinomicetos de origen marino, por ejemplo rifamicina de Micromonospora (Huang 

et al., 2008); los nuevos policétidos Salinipyrones A y B, de Salinispora pacifica (Oh 

et al. 2008); Salinosporamida-A, un metabolito anticáncer aislado a partir de Salinispora 

tropica (Feling et al., 2003); Marinomicinas de Marinophilus sp. (Jensen et al., 2005); 

Abyssomicin-C de Verrucosispora sp.(Riedlinger et al., 2004); Marinopirroles de 

Streptomyces sp (Hughes et al., 2008); Linamicinas A–E, un potente antimicrobiano de 

amplio espectro, especialmente frente a Staphylococcus aureus MRSA y Enterococcus 

faecium resistentes a la Vancomicina (Mc Arthur et al., 2008) (Tabla 1). 

El rol de los  actinomicetos en medio marino: Los actinomicetos presentan un rol 

importante en el medio marino, aparte de la producción de antibióticos, siendo 

considerados por algunos autores como parte de la microbiota marina nativa (Moran et 

al., 1995). Estos microorganismos juegan un papel importante en la mineralización de 

la materia orgánica, la degradación y el reciclamiento de diversos materiales, la mejora 

de los parámetros físicos, la protección del medio ambiente, fijación de nitrógeno, la 

inmovilización de nutrientes minerales, entre otros (Subramani y Aalbersberg, 2012). 

Asimismo, existe la hipótesis de que el aumento o disminución de un microorganismo 
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productor de enzimas, pueden indicar la concentración de sustrato natural y las 

condiciones del medio ambiente (Ramesh y Mathivanan, 2009).  

Nuevos géneros de actinomicetos marinos  

Según el reporte de Subramani y Aalbersberg (2013), un total de 38 nuevas especies 

de actinomicetos pertenecientes a 15 diferentes familias han sido reportadas en 

sedimento marino entre el 2007 y mediados del 2013. Entre ellos, se informó de nueve 

nuevos géneros como Actinotalea, Aestuariimicrobium, Demequina, Marinactinospora, 

Paraoerskovia, Sciscionella, Marisediminicola, Spinactinospora y Miniimonas. 

Asimismo, los sedimentos de manglar son una fuente abundante de población 

actinomicetos al ser productores versátiles de varias enzimas y moléculas 

antimicrobianas (Ramesh y Mathivanan, 2009). Estos ecosistemas se distinguen de 

otros ecosistemas por las inundaciones de marea periódicas y los factores ambientales 

variables como la salinidad y la disponibilidad de nutrientes, lo cual permitiría desarrollar 

adaptaciones de vías metabólicas que podrían generar metabolitos inusuales (Long et 

al., 2005). En el período 2007 hasta mediados de 2013, un total de 14 nuevas especies 

de actinomicetos pertenecientes a siete familias diferentes han sido reportadas en los 

sedimentos de manglares, entre ellos dos nuevos géneros Ilumatobacter (Matsumoto 

et al., 2009) y Lysinimicrobium (Hamada et al., 2012). 

Finalmente, entre el 2007 y 2013, un total de 80 nuevas especies de actinomicetos 

pertenecientes a 23 géneros de actinomicetos diferentes fueron reportados, de los 

cuales 20 nuevos géneros y 3 familias nuevas se han registrado en los ambientes 

marinos. Es importante resaltar también, que la familia Micromonosporaceae es 

dominante en los hábitats marinos; seguido por los géneros Nocardioidaceae, 

Micrococcineae (suborden) y Pseudonocardiaceae (Figura 6) (Subramani y 

Aalbersberg, 2013).  
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Figura 6. Nuevas familias, géneros y cepas de Actinomicetos reportados en hábitats 

marinos entre 2007 y mediados del 2013 (Tomado de Subramani y Aalbersberg, 2013). 
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3 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1  HIPÓTESIS 

Bacterias de sedimento marino del orden de los Actinomicetales inhiben el desarrollo de 

especies patógenas de Vibrio en Litopenaeus vannamei. 

3.2 OBJETIVOS  

3.2.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad antagonista de actinomicetos marinos frente a bacterias del género 

Vibrio causantes de “vibriosis” en Litopenaeus vannamei. 

3.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Aislar e identificar por técnicas convencionales y moleculares las especies de 

Vibrio patógenas asociadas a especímenes enfermos de L. vannamei. 

• Caracterizar fenotípicamente una colección de actinomicetos aislados de 

sedimento marino mediante pruebas convencionales y microscópicas.  

• Determinar la actividad inhibitoria de los actinomicetos mediante pruebas in vitro 

frente a especies de Vibrio aislados de  L. vannamei. 

• Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de extractos orgánicos de 

actinomicetos seleccionados por su actividad anti-Vibrio 

• Identificar por la técnica de PCR actinomicetos seleccionados por su actividad 

anti-Vibrio. 
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4 MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

4.1.1 Litopenaeus vannamei 

Los especímenes de L. vannamei fueron donados por una empresa langostinera 

privada. Se seleccionaron langostinos en estadio de  juveniles, moribundos con signos 

aparentes de vibriosis tales como: opacidad del musculo abdominal, necrosis en los 

apéndices, debilidad y nado letárgico. 

4.1.2 CEPAS DE Vibrio 

Se utilizaron las siguientes cepas de Vibrio como controles: V. harveyi CECT 525T, V. 

parahaemolyticus CECT 612 y V. alginolyticus CCM 2578T, las cuales fueron donadas 

gentilmente por el Dr. Jesús Romalde de la Universidad Santiago de Compostela 

(España).  

4.1.3 CEPAS DE ACTINOMICETOS 

Las 25 cepas de actinomicetos utilizados en el presente estudio pertenecen a la 

colección del Laboratorio de Ecología Microbiana – Facultad de Ciencias Biológicas, 

UNMSM; fueron originalmente aislados a partir de muestras de sedimento marino de la 

Bahía de Independencia (Reserva Nacional de Paracas, Perú) y Bahía de Ancón (Lima, 

Perú) a profundidades de 34 y 100 metros, obtenidas por el método del dragado (León 

et al., 2007), con el apoyo del Laboratorio de Ecología Marina de la Facultad de Ciencias 

Biológicas. Los lugares de muestreo han sido ampliamente estudiados y, son 

consideradas zonas de alta productividad primaria y diversidad biológica (Tarazona 

et al., 2003). 
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4.2 METODOLOGÍA 

4.2.1 AISLAMIENTO DE Vibrio A PARTIR DE Litopenaeus vannamei  

El aislamiento primario se realizó a partir de especímenes de langostinos adultos con 

signos de vibriosis, especímenes en cuarentena y muestras de agua de las pozas de 

crianza donde se encontraron especímenes enfermos. Se prepararon “pools” de estas 

muestras y luego fueron inoculados por diseminación en medio de cultivo Agar 

Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) y Agar Tripticasa de Soya (TSA) con adición de 

1% de NaCl (Trujillo et al., 2005; Yano et al., 2015). Los cultivos fueron incubados a 

30°C por 48 h en una incubadora convencional (Memmert, Alemania). Las cepas fueron 

conservadas en el medio TSA + 1% NaCl. 

4.2.2 PRUEBAS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACIÓN DEL GÉNERO Vibrio 

La identificación del género se realizó mediante pruebas bioquímicas como catalasa, 

oxidasa (Bactident® Oxidasa Merck) y la inoculación en agar Hierro Triple Azúcar (TSI), 

agar Lisina – Hierro (LIA), Rojo de Metilo (MR), Voges Proskauer (VP), agar Motilidad – 

Indol - Ornitina (MIO), agar Sulfuro – Indol – Motilidad (SIM), agar Citrato de Simmons, 

medio basal de Oxido – Fermentación de Hugh y Leifson (Manosa y dextrosa). Se 

realizó también la prueba de crecimiento a distintas concentraciones de NaCl: 1.5, 2, 4, 

6, 8 10%. Todos los cultivos fueron incubados a 30° C por 24 h (en algunos casos se 

continuó con la incubación hasta las 48 h). 

4.2.3 ANTIBIOGRAMA 

El antibiograma se realizó siguiendo las directrices del Instituto Nacional de Salud, 

(2002), por lo cual se prepararon diluciones de las cepas de Vibrio, utilizando como 

referencia 0,5 de la escala de Mac Farland como estándar. Las cepas fueron inoculadas 

por el método del hisopado en placas de agar Mueller Hinton con una adición de 1% de 

NaCl. La selección de los discos de antibióticos se realizó con base en el uso de estos 

en la industria langostinera, siendo los siguientes: enroblend (5 %), florfenicol (2 %), 
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amikacina (30 µg), ciprofloxacino (5 µg), ácido nalidixico (30 µg), gentamicina (10 µg), 

penicilina G (10 ul), trimetroprim/sulfa (23,75/11,25 µg), novobiocina (5 µg), 

nitrofurantoina (300 µg) y estreptomicina (10 µg) (Vaseeharan et al., 2005; INS, 2002), 

los cuales fueron distribuidos uniformemente de modo que estén a una distancia mínima 

de 25 mm uno del otro, colocándose solo 6 discos por cada placa. Finalmente, estas 

placas fueron incubadas a 30°C por 24 h y la lectura e interpretación de los resultados 

se realizó con base en las medidas (mm) de los diámetros de los halos de inhibición. 

4.2.4 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE ACTINOMICETOS 

Las características morfológicas de los actinomicetos se realizaron con base en el 

crecimiento de estos en los medios ISP (International Streptomyces Project): agar 

extracto de levadura extracto de malta (ISP 2), agar avena (ISP 3), agar almidón – sales 

inórgánicas (ISP 4), agar de glicerol asparagina (ISP 5), agar peptona-extracto de 

levadura- hierro (ISP 6) y agar tirosina (ISP 7), descritos por (Shirling y Gottlieb, 1966; 

Higginbotham y Murphy, 2010) (Anexo 1). Asimismo se tomó en cuenta las 

características morfológicas de la colonia, el tipo de micelio y esporas, para lo cual se 

realizaron microcultivos por el método de “bloques de agar”, los cuales fueron incubados 

en cámara húmeda a 28ºC por 5 a 7 días (Wang et al., 2014), y observados en un 

microscopio Labomed Lx 400. 

Las propiedades bioquímicas de las cepas se evaluaron a través de la producción de 

enzimas extracelulares, mediante la difusión radial en placas siguiendo la metodología 

planteada por León (1996). Todos los medios de cultivo fueron incubados  a 28°C por 

5-7 días. 

Hidrólisis de la caseína: La actividad de las caseinasas se determinó en placas 

conteniendo el medio agar marino suplementado con 1% de caseína (Sigma). Cuando 

la caseína es hidrolizada desaparece el color blanco alrededor del crecimiento 

microbiano, notándose un halo de aclaramiento. 
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Hidrólisis de la gelatina: La actividad de las gelatinasas se determinó suplementando 

5 % de gelatina microbiológica (Difco) en el medio de agar marino. Después de 5-7 días 

de incubación se agregó la solución de cloruro de mercurio acidificada (HgCl2). Un 

precipitado blanco indica presencia de gelatina no hidrolizada; la ausencia del 

precipitado en la región de crecimiento bacteriano indica hidrólisis de la gelatina. 

Hidrólisis de la celulosa: Se determinó en placas conteniendo el medio agar marino 

suplementado con 1% de carboximetilcelulosa (CMC). Después de 5 a 7 días de 

incubación se bañó las placas con el colorante Rojo de Congo (5%) y se lavó con cloruro 

de sodio. Finalmente fueron consideradas como positivas las cepas que presentaban 

un halo de aclaramiento alrededor de la colonia. 

Hidrólisis de almidón: La producción de amilasas se determinó agregando 0,2% de 

almidón soluble (Merck) al medio agar marino. Luego de días de incubación, la superficie 

del medio fue bañada con solución de lugol (1:1) para revelar el almidón no digerido. Un 

halo incoloro alrededor del inóculo indica la hidrólisis del almidón, y por lo tanto, el 

microorganismo es amilasa positiva. Si existe una coloración azul-parda alrededor del 

cultivo significa que el almidón no ha sido hidrolizado por el microorganismo, debido a 

que no posee la enzima y por lo tanto es amilasa negativo. 

Hidrólisis del tween 80 y lecitina: La producción de esterasas y lecitinasas se 

determinó sembrando las cepas en el medio agar marino suplementado con 1% de 

tween 80 y 1,5% de yema de huevo estéril respectivamente. La aparición de un halo de 

opacidad alrededor de la colonia nos indicará la hidrólisis de cada una de estas enzimas. 

Actividad de la ADNasa: Para determinar la producción de la ADNasa (Difco), las 

cepas fueron sembradas en el medio ADN adaptado para bacterias marinas, 

suplementado con 75% de agua de mar. Después de 7 días, se consideraron como 

positivas las cepas con un halo claro alrededor de la colonia. 

Hidrólisis de la urea: Para determinar la capacidad de un organismo de desdoblar la 

urea formando dos moléculas de amoníaco por acción de la enzima ureasa. Se utilizó 
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el agar base de Christensen (Difco) y solución de urea al 20%, finalmente se dejó incubar 

por 7 días. Un viraje a un color rojo violeta indica la hidrólisis de la urea dando así la 

reacción como positiva. Si el tubo permanece de la coloración inicial una vez inoculado 

la bacteria la prueba es negativa. 

Microscopia electrónica 

Los micelios de los actinomicetos fueron obtenidos a partir de microcultivos incubados 

durante 7 días, los cuales fueron fijados con solución de glutaraldehido al 2% con buffer 

fosfato 0,1M durante 2,5 h a temperatura ambiente. Estas muestras fueron lavadas con 

buffer fosfato 0,2M una vez durante 10 min. Posteriormente, las muestras fueron 

sometidas a una deshidratación gradual en alcoholes de 50, 70 y 90% durante 5 min 

cada uno y dos pasos de alcohol de 100% por 10 y 15 min respectivamente. Las 

muestras fueron mantenidas en la última solución de etanol hasta ser sometidas a 

desecación por punto crítico en el equipo EMS 850, usando CO2. Finalmente,  las 

muestras fueron colocadas sobre el soporte de aluminio (stub), al cual previamente se 

le puso cinta  de carbón adhesiva de doble cara y se procedió al recubrimiento de oro 

de la muestra, introduciéndola en la cámara del metalizador Sputter Coater SPI 

(Galindo, 2014).  

La observación de las muestras se realizó en el laboratorio de Equipamiento 

Especializados de la Facultad de Ciencias Biológicas, para lo cual se utilizó el 

microscopio electrónico de barrido InspectTM S50 de marca FEI usando el sensor ETD 

(para electrones secundarios) con una carga de voltaje aproximada de 20kV.   

4.2.5 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTAGONISTA 

Los actinomicetos fueron enfrentados a las cepas de Vibrio silvestres aislados de 

langostinos según la metodología de “doble capa” descrita por (León et al., 2007). Se 

hizo crecer la cepa de actinomiceto a manera de macrocolonias en placas petri con agar 

marino. Al cabo de siete días se agregó una segunda capa de agar conteniendo un 
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cultivo en fase exponencial de cada cepa de Vibrio testigo. Las placas se incubaron a 

30ºC por un periodo de 24 h y luego se procedió a la observación de las placas. Todo 

halo de inhibición de crecimiento de la cepa testigo se consideró como prueba positiva 

de actividad antagonista (Anexo 2).  

4.2.6 PROCESO FERMENTATIVO PREPARACIÓN DE EXTRACTOS 

ORGÁNICOS 

El proceso fermentativo se realizó siguiendo las recomendaciones de Gorajana et al. 

(2007). Se generaron cultivos iniciadores de la cepa en estudio, inoculándola en un 

matraz Erlenmeyer de 100 ml conteniendo 25 ml de caldo marino. Este matraz se colocó 

en incubación a temperatura ambiente en un “Shaker” KS250 basic (IKA LABOR 

TECHNIK) a 200 rpm por 48 h. Posteriormente se agregó el volumen total del cultivo 

iniciador en un matraz Erlenmeyer de 1 L conteniendo 225 ml del medio de fermentación 

mencionado previamente. Este se mantuvo en agitación de 200 rpm por 6 días. El 

sobrenadante fue separado haciendo uso de una centrífuga Universal Centrifuge PLC-

012E a 4500 rpm por 25 min, finalmente fue filtrado y decantado en recipientes estériles 

para su procesamiento. 

El caldo de fermentación obtenido (250 ml) fue sometido a una doble extracción usando 

solventes orgánicos de diferentes polaridades (diclorometano, cloroformo y butanol) en 

proporción 1:1 (v: v). Cada una de las fases orgánicas obtenidas fueron concentradas a 

presión reducida usando un rotavapor (Boeco RVO 400 SD) a 40°C. Finalmente el 

volumen restante fue colocado en un vial estéril y evaporado en una incubadora a 40°C 

(Anexo 3).  

4.2.7 DETERMINACIÓN DE CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI) 

La prueba de CMI fue realizada siguiendo la metodología según Valan et al. (2014), con 

algunas modificaciones. Las cepas testigo fueron V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. 

alginolyticus y las cepas de Vibrio silvestres aisladas de especímenes de langostinos 



 

28 
  

enfermos. Las cepas fueron mantenidas en Caldo Tripticasa Soya (TSB) + 1% de NaCl, 

incubándose a 30ºC. 

 A partir de un cultivo en fase exponencial se preparó una suspensión bacteriana con 

tubidez igual a 0,5 de la escala Mc Farland. El extracto orgánico fue re-suspendido en 

Dimetilsulfóxido (DMSO) al 5% para obtener una solución “stock” de 1 mg.ml-1 de cada 

extracto. Se prepararon diluciones 1:2 de dicha suspensión aplicando 10 µl de cada una 

en los pocillos de microdilución. Posteriormente, 80 µl de Caldo Tripticasa Soya + 0,5% 

de NaCl fueron vertidos y mezclados con la suspensión de prueba. Finalmente, 10 µl de 

la suspensión bacteriana fueron vertidos en los pocillos. El material se colocó en 

incubación a 30ºC por 18 – 24 h. Se consideró como el valor de la CMI a la menor 

concentración en la que no hubo crecimiento. Se usaron como controles al patógeno + 

medio de cultivo, patógeno + medio de cultivo + DMSO, patógeno + medio de cultivo + 

antibiótico y el control de esterilidad del medio de cultivo. 

4.2.8 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE Vibrio Y ACTINOMICETOS 

INHIBITORIOS 

Extracción de ADN 

La extracción de ADN de los actinomicetos y Vibrio estuvo sujeto a las indicaciones del 

kit de purificación de ADN Wizard Genomic ADN Purification Kit (Promega®). 

Se añadió 1 ml de un cultivo de una noche a un tubo de eppendorf de 1,5 ml y se 

procedió a separar las células mediante el uso de una microcentrífuga MiniSpin Plus 

(Eppendorf) a 13,000-16,000 × g durante 2 min y se eliminó el sobrenadante. 

• Lisis celular: Las bacterias Gram positivas como los actinomicetos, fueron 

resuspendidas en 480 μl de EDTA (50 mM) y se añadió lisozima al sedimento 

celular resuspendido en un volumen total de 120 μl. Para activar la enzima se 

incubó la muestra a 37°C durante 30-60 min, se centrifugó durante 2 min a 

13,000-16,000 × g y se retiró el sobrenadante. Se agregó 600 μl de solución de 
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lisis nucleica y se pipeteó suavemente hasta que se volvieron a suspender las 

células. Se incubó a 80°C durante 5 min para lisar las células; a continuación, 

se enfrió a temperatura ambiente. Se añadió 3 μl de RNasa a la solución de 

lisado celular. Se incubó a 37°C durante 15-60 min y se enfrió la muestra a 

temperatura ambiente. 

• Precipitación de proteínas: Se agregaron 200 μl de la solución de precipitación 

de proteínas al lisado celular tratado con RNasa y se incubó la muestra en hielo 

durante 5 min. Se centrifugó a 13 000-16 000 × g durante 3 min.  

• Precipitación de ADN: Se transfirió el sobrenadante que contiene el ADN a un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 ml que contiene 600 μl de isopropanol. Se mezcló 

suavemente por inversión hasta que las hebras de hilo de ADN forman una masa 

visible, se centrifugó a 13 000-16 000 × g durante 2 min y se vertió 

cuidadosamente el sobrenadante. Se añadió 600 μl de Etanol al 70% y se invirtió 

suavemente el tubo varias veces para lavar el sedimento de ADN. Se centrifugó 

a 13 000-16 000 × g durante 2 min y se descartó el etanol. Se dejó que el 

precipitado se seque al aire durante 10-15 min.  

• Rehidratación del ADN: Se añadieron 100 μl de solución de rehidratación de 

ADN en el tubo y se rehidrató el ADN mediante incubación a 65 °C durante 1 h. 

Finalmente se guardó el ADN en refrigeración a 2-8 °C. 

Electroforesis 

Se cargaron las muestras en un gel de agarosa al 1% para realizar una electroforesis 

horizontal a 100 v durante 30 min, el gel fue teñido en Bromuro de Etidio para su 

visualización en un lector de geles BDA compact y transiluminador UVstar 312 nm 

BIOMETRA. 

PCR 

Se realizó la amplificación del gen ARN ribosomal 16S utilizando los “primers” 16S 8F 

(5`-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3´) y 16S 1492R(I) (5`-GGT TAC CTT GTT ACG 
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ACT T-3´), bajo las siguientes condiciones: Denaturación inicial de 94 °C por 2 min, 25 

ciclos de: denaturación (94 °C por 2 min.), alineamiento (45 °C por 1,5 min.), extensión 

(72 °C por 2 min.) y una extensión final de 72 °C por 3 min.  

Secuenciamiento 

Ambas hebras de los productos de PCR se secuenciaron utilizando los servicios 

comerciales de Macrogen Inc. (Seúl, Corea). Se solicitó el secuenciamiento de 4 

primers universales, disponibles en la colección de macrogen: 27f 

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG), 1492r (TACGGYTACCTTGTTACGACTT), 518f 

(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y  800R (TACCAGGGTATCTAATCC),  

Análisis filogenético 

Los fragmentos de secuenciados fueron seleccionados con base en la claridad del 

cromatograma el cual se verificó mediante el uso del software Chromas Pro 1.7.6 

(Technelysium Pty Ltd). El alineamiento de las secuencias fue realizado con los 

programas Bioedit y Clustal X 2.0 (Larkin et al., 2007). Finalmente, las secuencias 

obtenidas se compararon con las depositadas en la base de datos del National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el programa Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (Altschup et al., 1990).  

Se construyó un árbol filogenético (neighbour-joining tree; Saitou y Nei 1987) a partir de 

una matriz de distancias genéticas entre pares calculada con el algoritmo de Jukes-

Cantor (Jukes y Cantor 1969). También se realizaron análisis tipo bootstrap de 500 

réplicas para evaluar la estabilidad relativa de las ramas (Felsenstein, 1985). En total se 

compararon 852 posiciones. Todos el análisis se hizo usando el paquete MEGA 6 

(Tamura et al., 2013).   
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5 RESULTADOS 

5.1 AISLAMIENTO DE Vibrio A PARTIR DE Litopenaeus vannamei  

Luego del crecimiento en el medio TCBS y posterior caracterización morfológica de las 

colonias se seleccionaron 7 cepas presuntivas de género Vibrio (Figura 7 y Tabla 2), 

las cuales fueron codificados como VP para  cepas aisladas a partir del hepatopáncreas 

de langostinos con signos de vibriosis y VL para cepas aisladas a partir de la hemolinfa 

de langostinos con signos de vibriosis. 

Tabla 2. Caracterización fenotípica de cepas seleccionadas de Vibrio en el agar TCBS. 

CEPAS SACAROSA 
CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA 

TAMAÑO (mm) FORMA BORDE ELEVACIÓN 

V2P3(2) + 4-5 

Circular Entero Elevada 

V3L + 4-5 

V5P3 - 5-6 

V7P3 + 1-2 

V8P1(2) + 1-2 

V8P2(1) - 1-2 

V8P3 + 3-4 

V. alginolyticus* + 4-5 

V. parahaemolyticus* + 4-5 

(+) : Degrada la sacarosa en TCBS, (-) : No degrada la sacarosa en TCBS 

*cepas referenciales. 
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Figura 7. Colonias presuntivas del género Vibrio en agar TCBS aisladas partir de 

langostinos. A: cepa V3L; B: cepa V8P3. 

Las cepas caracterizadas en forma presuntiva como género Vibrio fueron identificadas 

taxonómicamente basadas en las características morfológicas, fisiológicas y 

bioquímicas dadas por el Manual de Bacteriología Sistemática Bergey´s (Baumann y 

Schubert, 1984). Las características bioquímicas convencionales más útiles para 

establecer una clave sencilla de identificación del género Vibrio se observan en la 

Figura 8 y Tabla 3.  

 

Figura 8. Batería bioquímica aplicada para la identificación del Género Vibrio de la cepa 

V5P3. Cit: Citrato, H-L: Prueba de óxido Fermentación de Hugh y Leifson, DEX: 

Dextrosa y MAN: Manosa.
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La identificación del género Vibrio se complementó con el estudio de la halotolerancia. 

En la Tabla 4 se observa que la mayoría de las cepas logra tolerar hasta un 10% de 

cloruro de sodio a excepción de las cepas V2P3(2) y V8P2(1) que solo toleran hasta 2% 

y  8% de NaCl, respectivamente (Figura 9). 

Tabla 4. Cepas seleccionadas como presuntivas del género Vibrio en diferentes 

concentraciones de NaCl. 

CEPAS 
NaCl (%) 

1 2 4 6 8 10 

V2P3(2) ++ + - - - - 

V3L +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

V5P3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

V7P3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

V8P1(2) +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

V8P2(1) +++ +++ +++ +++ ++ - 

V8P3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

V. alginolyticus +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

V. harveyi ++ ++ ++ + + + 

Crecimiento: (+++): abundante, (++): moderado, (+): escaso, (-): no creció 

 

Figura 9. Comportamiento de la cepa V3L de Vibrio a distintas concentraciones de NaCl. 
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La Tabla 5 muestra que todas las cepas de Vibrio silvestres probadas son sensibles al 

ácido nalidíxico (NAL),  gentamicina (GM), ciprofloxacino (CIP), estreptomicina (S), 

enroblend (EBD) y florfenicol (FLD) y además son resistentes a la novobiocina (NOV). 

Así mismo, las cepas V2P3(2), V3L, V5P3, V8P2 Y V8P3 son resistentes a la penicilina 

G (PEN). Asimismo, se observa que el mayor halo de inhibición fue producido por los 

antibióticos florfenicol (FLD) y enroblend (EBD) (Figura 10). 

 

Figura 10. Prueba de sensibilidad antimicrobiana de la cepa V3L (método de difusión 

en agar) frente a antibióticos convencionales.
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5.2 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LOS ACTINOMICETOS 

Los resultados de la caracterización de las 25 cepas de actinomicetos marinos utilizados 

en el presente estudio se indican en la Tabla 6. De ellas el 80% (20) son provenientes 

de sedimentos colectados en la Bahía de Independencia (Ica – Perú) y el 20% (5) de la 

Bahía de Ancón  (Lima – Perú). 

El crecimiento en el laboratorio en Agar Marino ocurre entre los 7 y 21 días. El tamaño 

de las colonias es variable, desde pequeñas de 7 mm, hasta colonias de 20 mm de 

diámetro. La mayoría de las colonias son de color blanco o gris, así como la 

pigmentación al reverso de cada colonia fue de color marrón, amarillo o rojizo.  Se pudo 

observar una variedad de formas de colonia de actinomicetos siendo las más frecuentes 

las colonias circulares con borde liso y colonias de bordes irregulares, elevadas o 

planas, convexas, con presencia de hifas aéreas bien desarrolladas y micelio ramificado 

con esporas que nacen del micelio.  
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Tabla 6. Caracterización fenotípica de las 25 cepas de actinomicetos marinos utilizados 

en el presente estudio. 

Cepas Crecimiento Micelio aéreo 
Reverso 

de colonia 

Origen 

(Bahía) 

B1-CD1 + Blanco Amarillo I 

B1-IM2 ++ Blanco Amarillo I 

B1TG1 +++ Blanco Amarillo I 

B1-662 +++ Blanco Amarillo I 

II334C ++ Gris Amarillo I 

M10-77 +++ Blanco Rojo I 

M10-85 ++ Blanco Amarillo I 

M11-105 ++ Blanco Amarillo I 

M11-106 ++ Blanco Amarillo I 

M11-108 +++ Gris Amarillo I 

M11-111 ++ Blanco Amarillo I 

M11-115 + Blanco Amarillo I 

M11-116 ++ Gris Amarillo I 

M11-116a(2) +++ Gris Marrón I 

M11-116b(2) NC NC NC I 

M11-116(B) +++ Gris Marrón I 

M11-116d ++ Gris Amarillo I 

M11 116d(A) ++ Gris Marrón I 

M11-116d(B) ++ Gris Marrón I 

M11-133 ++ Blanco Amarillo I 

I300A(2) +++ Gris Amarillo A 

I434Bb NC NC NC A 

I434B +++ Blanco Marrón A 

I434Bc +++ Blanco Amarillo A 

E54Ba +++ Blanco Marrón A 

Crecimiento: 

 (+++): abundante, (++): moderado, (+): escaso; I: Bahía de 

Independencia, A: Bahía de Ancón; NC: no creció 
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Las características morfológicas y culturales de 6 de las cepas seleccionadas (M11-108, 

M10-77, M11-116(B), M11-116d(B), I300A, M11-116d(A)), se realizaron de acuerdo a 

las directrices del International Streptomyces Project (ISP) (Tabla 7). Las propiedades 

de crecimiento, el color de micelio aéreo y el sustrato y la formación de pigmentos 

solubles se observaron en diferentes medios después de 14 días de incubación a 28°C. 

Los medios “standard” para observar las características morfológicas y determinación 

del color fueron ISP 2, ISP 3, ISP 4 y ISP5, por lo cual se realizaron lecturas durante los 

7, 14 y 21 días de incubación. Asimismo el color del sustrato del micelio se determinó 

observando el lado reverso de placas. La mayoría de cepas en estos medios fueron de 

aspecto seco, pulverulento y costroso, el color del micelio aéreo y del sustrato fue gris, 

marrón, amarillo o blanco.  

Las colonias con pigmento de color marrón verdoso o marrón oscuro son consideradas 

como formadoras de pigmentos melanoides, los cuales se comienzan a observar a partir 

del cuarto día en los medios ISP 6 e ISP 7. Entre las cepas que fueron seleccionadas, 

solo la cepa M11-108 mostró este color de pigmentación difusible, por lo cual fue 

reportada como positiva para pigmentos melanoides (Figura 11). 
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Tabla 7. Caracterización fenotípica en medios estándar ISP de 6 cepas seleccionadas 

de actinomicetos utilizados en el presente estudio. 

CEPA MEDIO 
COLOR DEL  

PIGMENTO 
SOLUBLE 

CRECIMIENTO MICELIO 
AÉREO 

LADO 
REVERSO 

M11-108 

ISP2 gris marrón claro ninguno ++ 

ISP3 gris marrón claro marrón ++ 

ISP4 gris amarillo claro ninguno ++ 

ISP5 amarillo amarillo  ninguno + 

ISP6 beige beige ninguno + 

ISP7 gris marrón oscuro marrón ++ 

M10-77 

ISP2 gris marrón claro ninguno ++ 

ISP3 gris marrón rojizo verde ++ 

ISP4 gris gris ninguno ++ 

ISP5 marrón gris ninguno + 

ISP6 beige amarillo ninguno + 

ISP7 gris marrón oscuro ninguno ++ 

M11-116(B) 

ISP2 gris marrón claro ninguno ++ 
ISP3 gris amarillo ninguno ++ 
ISP4 gris marrón claro gris ++ 
ISP5 blanco blanco ninguno + 
ISP6 beige amarillo ninguno + 
ISP7 blanco marrón claro gris ++ 

M11-
116d(B) 

ISP2 gris amarillo ninguno ++ 
ISP3 gris gris ninguno ++ 
ISP4 blanco marrón claro gris ++ 
ISP5 blanco blanco ninguno + 
ISP6 beige beige ninguno + 
ISP7 blanco marrón oscuro gris ++ 

I300A 

ISP2 gris marrón rojizo ninguno ++ 
ISP3 gris marrón claro marrón ++ 
ISP4 gris gris ninguno ++ 
ISP5 blanco amarillo amarillo + 
ISP6 blanco amarillo ninguno + 
ISP7 gris marrón oscuro gris ++ 

M11-
116d(A) 

ISP2 blanco marrón oscuro ninguno ++ 
ISP3 gris gris ninguno ++ 
ISP4 gris gris ninguno ++ 
ISP5 blanco blanco ninguno + 
ISP6 beige amarillo oscuro ninguno + 
ISP7 gris marrón oscuro gris ++ 

Crecimiento: ++: Moderado, +: escaso 
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Figura 11. Morfología colonial de las cepas M11-108 y M10-77 de actinomicetos en los 

medios ISP, luego de una incubación de 20 días a 28°C. 

Respecto a la actividad enzimática extracelular (Tabla 8), del total de cepas evaluadas 

(25), el 96% (24 cepas) sintetizaron enzimas proteolíticas sobre la gelatina, el 80% (20) 

tuvo actividad amilolítica, 64% (16) hidrolizaron la lecitina, el 60% (15) hidrolizaron el 
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tween 80 y la caseína, 36% (7) tuvieron actividad ureásica, y 28% (7) 

desoxirribonucleasas.  

En la Figura 12 se muestra la cantidad de cepas que lograron hidrolizar los distintos 

sustratos. Las cepas I434B y M11-116d hidrolizaron los 7 sustratos probados, mientras 

que las cepas B1TG1, E54Ba y M11-106 hidrolizaron 6 de los sustratos;  y ninguna de 

las 25 cepas probadas logró hidrolizar la celulosa. 

La cepa B1TG1 logro formar halos de hidrólisis de 23 y 52 mm en el agar tween 80 y 

caseína, mientras que la cepa E54Ba formó halos de 56 y 23 mm en los sustratos de 

almidón y lecitina (Figura 13). 

 

 

Figura 12. Frecuencia de la actividad multienzimática de las cepas de actinomicetos. 
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Tabla 8. Actividad enzimática extra e intracelular de las 25 cepas de actinomicetos frente 

a distintos sustratos. 

CEPAS 
HALOS DE HIDRÓLISIS (mm) 

ADNasa Gelatinasa Ureasa 
Amilasa Esterasa Caseinasa Lecitinasa 

B1-CD1 44 19,83 17 9,13 - - - 

B1-IM2 45 8,75 0 0 + +++ + 

B1TG1 20,65 23,38 52,25 16,38 + +++ - 

B1-662 12 0 25 20,5 - +++ - 

II334C 10,6 19 0 0 - + - 

M10-77 24 0 0 14 + + + 

M10-85 0 0 0 9,5 - ++ - 

M11-105 28 12 0 0 + +++ + 

M11-106 42 8 7 7,38 - +++ + 

M11-108 25,05 7,28 1,5 17,75 - + - 

M11-111 0 0 0 16,88 - ++ - 

M11-115 29 0 0 17,88 - +++ - 

M11-116a 25 0 21 14,25 - ++ + 

M11-116a(2) 36 29,25 23 0 - + - 

M11-116b(2) 0 0 0 0 - + - 

M11-116(B) 33 21,25 40 0 - + - 

M11-116d 33 20 19 17,63 + + + 

M11 116d(A) 43,05 19,25 30,6 16,63 - + - 

M11-116d(B) 32,05 18 25,75 0 - + - 

M11-133 0 28,5 0 15,5 + ++ + 

I300A(2) 18 0 15,5 0 - + - 

I434Bb 0 0 0 0 - ++ - 

I434B 
40 17,58 24 15,75 

Ligero 

halo 
+++ + 

I434Bc 21 0 14 16,63 - + + 

E54Ba 55,5 14,63 41,63 22,63 + +++ - 

Agar ADNasa: positiva (+), negativa (-); Agar gelatina: hidrólisis total (+++), hidrólisis parcial 

(++), hidrólisis moderada (+); Agar urea: positiva (+), negativa (-). 
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Figura 13. Pruebas de actividad enzimática de los actinomicetos frente a diferentes 

sustratos. (A): agar marino + yema de huevo, (B): agar marino + Tween 80 y (C): agar 

marino + almidón. 

 

La coloración Gram de los actinomicetos a partir de 7 días de incubación mostró 

filamentos ramificados Gram positivos delgados y largos, así como también esporas 

ovaladas desprendiéndose de los filamentos (Figura 14). Los microcultivos realizados 

a las cepas M11-116d(A) y M11-108 permitieron observar esporas individuales 

dispuestas alrededor de los filamentos (Figuras 15). Asimismo la coloración con azul 

de Lactofenol realizada a la cepa M11-108 mostró filamentos alargados que se originan 

en un centro común y se extienden formando redes que constituyen el micelio. 
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Figura 14. Observaciones microscópicas. (A) Coloración Gram a partir de un cultivo de 

5 días; (B) Microcultivo luego de 7 días de incubación de la Cepa M11-116d.  

 
 

La Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) de la cepa M11-116d (B) muestra hifas 

bastante ramificadas, aún sin formación de esporas (Figura 16). Sin embargo, en la 

imagen electrónica de la cepa M11-108 a diferencia del microcultivo, no se observan 

filamentos, pero es bastante notorio la presencia de estructuras bacilares alargadas y 

algunas curvadas (Figura 17). 

Figura 15. Observaciones microscópicas. (A) Microcultivo de 7 días de la cepa M11-108, 

se observan a detalle las esporas e hifas delgadas. (B) Coloración Gram de la cepa M11-

108 a partir de un cultivo de 7 días. 
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Figura 16. Microfotografía de la cepa M11-116d(B) obtenida a partir de un cultivo en 

caldo marino. 

 

 

Figura 17. Microfotografía de la cepa M11-108 obtenida a partir de un microcultivo en 

agar marino. 
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5.3 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTAGONISTA 

Los resultados de la prueba de bicapa muestran que el 88% (22 cepas) de las 25 cepas 

probadas presentan actividad inhibitoria frente a alguna de las cepas de Vibrio (Anexo 

4). Solo las cepas M10-77 y M11-116(B), inhibieron el crecimiento de las 7 cepas de 

Vibrio silvestres y los controles (Figura 19). Asimismo, el 56% (14 cepas) de 

actinomicetos logró inhibir el crecimiento de las cepas de Vibrio silvestre V8P3 y V2P3 

(2) (Figura 18). 

En la Figura 22 se observa que la cepa M11-108 presentó los mayores halos de 

inhibición frente a las cepas de Vibrio (Figura 23 y 24), resaltando las cepas V8P1 (2) y 

V7P3, formando halos de 30,25 y 35,92 mm de diámetro respectivamente (Figura 20 y 

21). Asimismo, cabe resaltar la actividad antagonista de ésta, frente a las 7 cepas de 

Vibrio.  
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Figura 18. Porcentaje de actinomicetos antagonistas frente a cepas de Vibrio. 

 

 

 

Figura 19. Frecuencia de la actividad antagonista de las 25 cepas de actinomicetos 

frente a las cepas de Vibrio. 
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Figura 20. Frecuencia de halos de inhibición (en mm de diámetro) de los actinomicetos 

frente a las cepas del género Vibrio. 

 

 

Figura 21. Antagonismo de las cepas M11-108 y II334C frente a Vibrio cepa V5P3, 

mediante la técnica de la “doble capa”. 
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Figura 22. Antagonismo de las cepas: (A) M11-116d(B) y (B) M11-108 frente a Vibrio 

cepa V3L (Método de la “doble capa”).  

5.4 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI)  

Para este proceso fue seleccionada la cepa M11-108, la cual mostró mejores resultados 

de actividad inhibitoria de las cepas de Vibrio silvestres. El volumen adecuado utilizado 

para obtener la concentración de extracto suficiente  para el desarrollo de las pruebas 

de Concentración Mínima Inhibitoria fue de 350 ml (Figura 23). 



 

51 
  

 

Figura 23. Cultivos de fermentación de la cepa M11-108 en agitación por 7 días. 

Luego del tratamiento de fermentos con solventes orgánicos, se lograron obtener 

extractos de 48,6; 196,5 y 17,5 mg.ml-1 utilizando Diclorometano, Butanol y Cloroformo 

respectivamente (Figura 24). Posteriormente, para la prueba de Concentración Mínima 

Inhibitoria se igualaron las concentraciones a 17,5 mg.ml-1. 

 

Figura 24. Sobrenadante de los cultivos de la cepa M11-108, con los solventes 

orgánicos: Cloroformo (A), Butanol (B) y Diclorometano (C). 
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Se logró determinar la Concentración Mínima Inhibitoria las 7 cepas de Vibrio silvestres 

con alguno de los solventes probados (Tabla 10). Las cepas V3L, V7P3, V8P1(2), 

V8P2(1) y V5P3 mostraron un valor de 0,3 mg.ml-1 y la cepa V8P3 un valor de 0,15 

mg.ml-1con el extracto diclorometánico. No se logró encontrar el valor de CMI de las 

cepas V8P1(2) y V8P2(1), sin embargo se logró determinar que estos valores serían 

menores a 0,075 mg.ml-1 con el extracto clorofórmico (Figura 25).  

 

Tabla 9. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 3 extractos de la cepa M11-108 

frente a Vibrio spp. 

CEPAS de Vibrio 
EXTRACTOS (mg.ml-1) 

DICLOROMETANO BUTANOL CLOROFORMO 

V2P3(2) >11,9 >21,6 >3,39 

V3L 0,3 >21,6 1,2 

V5P3 0,3 >21,6 2,4 

V7P3 0,3 21,6 0,6 

V8P1(2) 0,3 10,8 <0,075 

V8P2(1) 0,3 10,8 <0,075 

V8P3 0,15 >21,6 1,2 

CONTROLES 

VA 0,3 7,8 1,2 

VH 0,6 4,8 0,6 

CC + 

CC+DMSO + 

CI (ácido nalidíxico) - 

CM - 

CC: control de crecimiento; CC+DMSO: Control de crecimiento de las cepas 

de Vibrio con DMSO; CI: control de inhibición usando ácido nalidíxico 

(0.01g.ml) y CM: control de esterilidad del medio; VA: V. alginolyticus y VP: 

V. parahaemolyticus 
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Figura 25. Prueba de CMI del extracto clorofórmico de la cepa M11-108 usando  cloruro 

de trifenil tetrazolium (TTC) como revelador. CP: control de crecimiento del Vibrio, CI: 

control de inhibición del Vibrio. 

5.5 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR LA CEPA M11-108 y Vibrio 

La identificación de la cepa M11-108 basado en el gen 16S  rRNA, no mostró relación 

cercana al grupo de los actinomicetales. Como se observa en la Figura 26, el género 

más cercano es Alcanivorax pacificus, con un porcentaje de similitud de 83%. No se 

realizó la comparación con los actinomicetos en el árbol filogenético debido a que estos 

están lejanamente relacionados, ya que el género Alcanivorax pertenece al filo 

Proteobacteria. 
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Figura 26. Árbol filogenético basado en la secuencia parcial de la subunidad 16S  rRNA 

de un cultivo puro de la cepa M11-108. 

 
La identificación de las cepas aisladas de L. vannamei mostraron porcentajes de 

similitud de hasta 100% para las especies V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. 

diabolicus (Figura 27) (Tabla 11). En tanto la cepa V2P3 fue identificada como 

Achromobacter sp. 

 

Tabla 10. Resultados de la identificación de las cepas aisladas de L. vannamei. 

Cepas 

V2P3 Achromobacter sp. (98%) 

V3L Vibrio alginolyticus / V. parahaemolyticus (100%) 

V5P3 Vibrio alginolyticus /V. parahaemolyticus (100%) 

V7P3 Vibrio sp. (98%) 

V8P1 Vibrio diabolicus / V. mytili (100%/ 99%) 

V8P2 Vibrio diabolicus /V. mytili  (99%) 

V8P3 Vibrio parahaemolyticus / V. diabolicus (100%) 
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.  

Figura 27. Árbol filogenético con base en la secuencia parcial de la subunidad 16S  

rRNA de cultivos puros de las cepas de Vibrio V8P2, V5P3 y V3L (Se observan en 

negrita). El árbol se construyó usando como base las secuencias de Vibrio porteresiae 

y Vibrio cholerae.  
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6 DISCUSIÓN 

La comunidad bacteriana asociada con el “Langostino Blanco” ha sido investigado 

extensamente (Zhang et al., 2014; Huang et al., 2014; Pangastuti et al., 2010), siendo 

las especies de vibrionales los patógenos primarios en la acuicultura del langostino (por 

ejemplo, Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus y V. vulnificus) (Longyant et al., 2008; 

Defoirdt et al., 2011; Zhou et al., 2012) y Rickettsia (Nunan et al., 2003; Flegel, 2012).   

Zheng et al. (2016), realizaron un estudio para demostrar la diversidad de las 

comunidades bacterianas cultivables en larvas de “langostino blanco” en diferentes 

etapas de crecimiento y diferentes estados de salud, utilizando el análisis de la 

secuencia del gen rRNA 16S, resultando que Vibrio campbellii (el cual ya había sido 

previamente reportando como potencial patógeno para Penaeus monodon y L. 

vannamei, por Huang et al. (2014) y V. sinaloensis poseían más alta y más baja 

patogenicidad, respectivamente, demostrando así que no todas las bacterias 

predominantes fueron responsables de alguna enfermedad. Asimismo, Pangastuti et al. 

(2010), mediante análisis de dos filotipos de polimorfismos en la longitud de los 

fragmentos de restricción  (TRFLP) sugirieron que no todas las especies de Vibrio son 

patógenas para el langostino. Por lo cual la alta diversidad microbiana en el langostino, 

desarrolla un papel fundamental manteniendo un equilibrio entre las bacterias nocivas y 

benéficas, lo cual evita la proliferación de patógenos oportunistas y futuras 

enfermedades (Pangastuti et al., 2010). Es importante comprender también que en el 

presente estudio, a pesar de que las 7 cepas obtenidas fueron aisladas a partir de 

especímenes enfermos, no podemos confirmar que estos microorganismos hayan sido 

los causantes de la patogenia en el langostino. Sin embargo, existen otros reportes 

como el publicado por Peña-Navarro y Varela-Mejías (2015) que confirman la alta 

patogenicidad de las bacterias pertenecientes al género Vibrio sp. y en particular, a las 

infecciones sistémicas causadas por la especie V. parahaemolyticus en L. vannamei 



 

57 
  

Los reportes de aislamientos de Vibrio en langostinos son diversos. Gomez-Gil et al. 

(1998), aislaron 21 cepas de Vibrio a partir del hepatopáncreas, hemolinfa y tracto 

digestivo de especímenes adultos de L. vannamei. Se reportaron pocas diferencias 

entre el número de especies aisladas del estómago, intestino y hepatopáncreas y el 

contenido de la hemolinfa presentaba un limitado número de bacterias. Suárez (2008) 

aisló 42 cepas de interés a partir de muestras de hemolinfa de  langostinos de un cultivo 

semi-intensivo. Los cultivos en agar TCBS mostraron que estas colonias eran 

predominantemente sacarosas positivas  y en su mayoría ≥ a 2mm. De manera similar, 

las cepas del presente estudio resultaron fermentar la sacarosa en el agar TCBS, 

asimismo la cepa V3L, la cual también fue aislada de hemolinfa, fue posteriormente 

identificada como V. alginolyticus. 

El estudio realizado por Jayasree et al. (2006) en Penaeus monodon utilizó la 

caracterización bioquímica indicada en el Manual de Bergey’s Systematic Bacteriology 

(Baumann y Schubert, 1984). En el presente estudio también se realizaron algunas de 

estas pruebas, obteniendo algunas diferencias en el comportamiento de la cepa V8P3, 

identificada como V. parahaemolyticus, la cual logra fermentar la sacarosa, ocurriendo 

lo contrario en los microorganismos de la misma especie aislados por Jayasree et al.  

(2006). Otra notable diferencia es el comportamiento de esta especie frente a altas 

concentraciones de cloruro de sodio, pudiendo tolerar hasta 10%, a diferencia de las 

cepas aisladas de esta especie en P. monodon, que solo tolera 8%.  Las características 

bioquímicas del V. parahaemolyticus varían principalmente en la prueba del indol y 

citrato, con algunas variaciones respecto al estudio realizado por Jayasree et al. (2006). 

Los resultados del presente estudio concordaron con los obtenidos por Ganesh et al. 

(2010) frente a V. parahaemolyticus aislados de pozas de cultivo de langostinos.  

Las pruebas bioquímicas no deben ser consideradas como el principal criterio de 

clasificación para estudios de taxonomía o sistemática de los géneros bacterianos; 

asimismo, las pruebas bioquímicas representan parte de la caracterización fisiológica 
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de las cepas, por lo cual debe representar una aplicación necesaria y un filtro previo a 

los estudios moleculares (Noguerola y Blanch, 2008). Es necesario considerar que sin 

este primer filtro los costos y tiempo para la identificación bacteriana se incrementarían  

(Dulanto, 2013). Asimismo se han evidenciado problemas en la identificación de géneros 

bacterianos mediante el uso de sistemas estandarizados de identificación (API), ya que 

suelen haber muchas discordancias entre los resultados obtenidos mediante técnicas 

moleculares, principalmente cuando se trata de cepas ambientales.  

Las bacterias del género Vibrio con resistencia a múltiples fármacos son bastante 

recurrentes en las pozas de cultivo de langostinos (Dos Santos et al., 2016). En los 

últimos años, el uso intensivo de los antimicrobianos ha resultado una causa importante 

de la resistencia bacteriana (Martinez, 2009). Particularmente, la producción acuícola 

de organismos marinos, tales como el cultivo de langostinos, requieren una gran 

cantidad de sustancias antimicrobianas que son administradas excesivamente como 

promotores del crecimiento (Kümmerer, 2009). Los resultados del antibiograma 

realizado en este estudio, muestran que todas las cepas fueron sensibles al 

ciprofloxacino y al enroblend, mientras que 2 de las cepas fueron resistentes al 

florfenicol y al ácido nalidíxico. Estos datos son semejantes a los resultados obtenidos 

por Dos Santos et al. (2016), quienes aislaron 70 cepas de Vibrio  y todas resultaron ser 

sensibles al ciprofloxacino, mientras que 33 cepas fueron resistentes al florfenicol.  

Entre las cepas aisladas en este estudio, todas mostraron resistencia a la Novobiocina 

y a la penicilina G., lo cual se asemeja al estudio realizado por Jayasree et al. (2006), 

donde las 4 cepas de Vibrio aisladas y asociadas a  las principales enfermedades del 

langostino P. monodon, mostraron ser resistentes a la penicilina G. Cabe resaltar que 

las cepas V8P3 y V2P3(2) fueron las que mostraron resistencia a la mayoría de las 

cepas probadas y particularmente al florfenicol, el cual es un antibiótico bastante usado 

por la industria acuícola, siendo efectivo en bacterias que han desarrollado la habilidad 
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de inactivar otros antibióticos incluyendo tiamfenicol y cloranfenicol (Santiago et al.,  

2009). 

El color del micelio aéreo y del sustrato son consideradas como características 

importantes para la agrupación y la identificación de caracteres importantes de los 

actinomicetos (Hesseltine et al., 1954). Por lo cual, la caracterización del crecimiento de 

actinomicetoss, particularmente del género Streptomyces, en los medios ISP resulta de 

mucha ayuda (Mohammd y Haidar, 2014; Selvakumar et al., 2010).  

Algunas investigaciones que han realizado aislamientos de actinomicetos a partir de 

muestras de sedimento de la Bahía de Bengala (India), encontraron colonias 

pigmentadas, algunas otras con pigmentos difusibles siendo color blanco y gris las más 

predominantes (Ramesh y Mathivanan, 2009); se ha reportado también la cepa 

Streptomyces sp. VITSTK 7, la cual produce pigmento amarillo en el micelio aéreo y rojo 

en el micelio del sustrato en el agar ISP 7 (Thenmozhi y Kannabiran, 2011). En el trabajo 

de Sirisha et al. (2013), la mayor parte de los actinomicetos marinos aislados produjeron 

colonias grises y blancas con pigmentación. Los aislados mostraron pigmentación 

amarilla, roja, negra y gris. Estos estudios reportan una amplia proporción de 

Streptomyces basados en la morfología de la colonia y la microscopía, asimismo 

concuerdan en la caracterización de las cepas aisladas en distintos años, siendo estos 

resultados semejantes a las características culturales observadas en el presente estudio 

con varias de las cepas obtenidas en Bahía Independencia, donde predominaron 

también pigmentos gris y blancos del micelio y, pigmentos solubles en su mayoría de 

color marrón gris y amarillo. Por lo tanto, la caracterización cultural y microscópica 

siguen siendo parámetros a tomar en cuenta en la identificación de actinomicetos. Sin 

embargo, cabe resaltar que las características fisiológicas de actinomicetos pueden 

variar en función a los nutrientes disponibles y las condiciones físicas del medio en el 

que se encuentren, siendo éstas determinantes en la identificación a nivel de género 

(Vijayakumar et al., 2010). 
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Las cepas que presentaron un mejor potencial antimicrobiano fueron seleccionadas 

para un proceso de identificación morfológica más profunda, como fue la caracterización 

en medios ISP, microcultivos y Microscopía Electrónica de Barrido (MEB). En el caso de 

la cepa M11-108, el crecimiento en los distintos medios de cultivo evidenció un 

comportamiento cultural típico de cualquier actinomiceto. Asimismo, el microcultivo de 

7 días mostró filamentos delgados con abundantes esporas alrededor. Sin embargo, la 

observación por Microscopía Electrónica de Barrido a partir de cultivos de 5 días en agar 

marino mostró células bacilares, sin ninguna evidencia de filamentos o esporas 

alrededor, por lo cual resultó  más que necesario complementar el análisis con métodos 

más exactos para la identificación de esta cepa como  las técnicas moleculares. 

Con la creciente preocupación sobre la protección del medio ambiente, el uso de 

enzimas, en particular de los microorganismos extremófilos, ganaron una considerable 

atención en muchos procesos  industriales (Zhang y Kim, 2010). En los últimos años, 

las enzimas microbianas han ido sustituyendo los catalizadores químicos en la 

fabricación de productos químicos, textiles, productos farmacéuticos, papel, alimentos y 

productos químicos agrícolas (Manivasagan et al., 2013). En el caso de actinomicetos 

terrestres, muchos investigadores informaron de la producción de diversas enzimas 

industriales (Goshev et al., 2005). Parte de la colección de actinomicetos analizada en 

este estudio fue reportada en un trabajo previo realizado por León et al. (2007), donde 

la totalidad de cepas de actinomicetos marinos (65 cepas) producen algún tipo de 

enzima extracelular, siendo los productores de caseinasa, los que mostraron mayor 

actividad enzimática seguida por las lipasas de tipo tween esterasas y lecitinasas. Estos 

resultados concuerdan con lo reportado para las 25 cepas evaluadas en el presente 

estudio donde se resalta la actividad proteolítica sobre la gelatina (96%), seguido por la 

actividad amilolítica (80%) y lipasas de tipo lecitinasas (64%). Otro de los trabajos 

realizados por León et al. (2016), reportaron que las enzimas más abundantes obtenidas 
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a partir de las 27 cepas de actinomicetos aislados de Argopecten purpuratus fueron las 

gelatinasas (81%). 

En el estudio realizado por Selvakumar et al. (2010), los actinomicetos aislados de 

esponjas fueron capaces de licuar la gelatina e hidrolizar la caseína, el  almidón y la 

celulosa, asimismo la degradación de la urea se llevó a cabo con eficacia por las cepas  

AQBCD11 y AQBMM35. Resultados similares se obtuvieron en este estudio ya que el 

96% (24) de las cepas logró hidrolizar la gelatina, lográndose incluso en muchos casos 

una hidrólisis total. Por otro lado, los reportes de hidrólisis de la urea en 

microorganismos marinos sigue siendo escasa, como en nuestro estudio solo se 

evidenció la producción de esta enzima en 36% (7 de las 25 cepas). 

Los aislamientos de actinomicetos realizados a partir de sedimento marino de la Bahía 

de Bengala realizados por Ramesh et al. (2009); Thenmozhi y Kannabiran (2011); 

Sirisha et al. (2013); Augustine et al. (2013) indican que estos poseen un potencial 

significativo de secretar una amplia gama de enzimas hidrolíticas, mostrando que la 

mayoría de las cepas produjeron lipasas, caseinasas, gelatinasas, quitinasas, L-

asparaginasas, celulasas, desoxirribonucleasas y amilasas. En el presente estudio, el 8 

% (2) de las cepas obtenidas de Bahía Independencia y Bahía de Ancón, lograron 

hidrolizar todos los sustratos probados, así como muchos de ellos degradaron de 

manera particular cada sustrato probado.  

Es importante destacar también que la mayoría de los actinomicetos aislados en el 

presente estudio produjeron lipasas. La población de actinomicetos productores de 

lipasa es relativamente grande en el entorno marino, porque el océano contiene 

cantidades significativas de polímeros (Ramesh y Mathivanan 2009). Los 

microorganismos tienen que producir la enzima lipasa para degradar los polímeros con 

el fin de adaptarse en el ambiente extremo. Por lo cual, la actividad multienzimática en 

localidades como Bahía Independencia y Bahía de Ancón, son fuentes potenciales para 

el descubrimiento de moléculas o enzimas industrialmente útiles (León et al., 2007). 
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En un estudio similar al presente trabajo realizado por Chau et al. (2011), en el que se 

aislaron actinomicetos a partir de muestras de sedimentos de estanques de langostinos 

y de manera paralela se aislaron microorganismos del género Vibrio a partir del músculo 

e hígado de langostinos (Penaeus monodon) moribundos de estanques de cultivo, se 

obtuvieron, a partir de la prueba de “doble capa, halos de inhibición de 40 y 36 mm. 

Dichos resultados indican un potencial similar al obtenido en este estudio ya que el 

máximo valor en halos reportado fue de 35.9 mm frente al Vibrio sp. V7P3. La prueba 

de doble capa resultó sumamente útil para la selección cualitativa de actinomicetos con 

actividad anti-Vibrio. En el presente estudio, se utilizó la información de la medida de los 

halos de inhibición como un filtro previo a la preparación de los extractos orgánicos. 

Es importante, también, resaltar que en un “screening” de antagonismo es más sencillo 

evidenciar la inhibición de microorganismos Gram positivos a diferencia de los Gram 

negativos, esto debido principalmente a la compleja estructura de la pared celular de 

estos últimos. Existen diversos reportes (Devi et al., 2006; Dhanasekaran et al., 2009) 

en los que se plantea que los actinomicetos, en particular, las especies de 

Streptomyces, muestran actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae. Valli et al. (2012), aislaron 21 

actinomicetos a partir de muestras de sedimento marino, de las cuales,  la cepa C11 

mostró actividad frente a especies de Staphylococcus (13 mm), Pseudomonas (12 mm) 

y V. harveyi (11 mm); y la cepa C12 mostró actividad frente a especies de 

Staphylococcus (16 mm), B. subtilis (11 mm), Pseudomonas (10 mm) y V. harveyi (9 

mm). La mayor inhibición se mostró frente a especies de Staphylococcus. Asimismo, la 

colección de actinomicetos de sedimento marino de Bahía Independencia  ya había sido 

probada anteriormente frente a algunos patógenos estándares Gram positivos y 

negativos, resultando también un mayor porcentaje de inhibición frente a Gram 

positivos. Cabe resaltar también que la actividad antagonista puede variar de una cepa 

estándar a una cepa silvestre, así se trate del mismo género, esto debido a todos los 
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factores de resistencia a los que están expuestos estos microorganismos en sus 

diversos hábitats. 

Existen estudios donde se reporta el aislamiento de actinomicetos a partir de sedimento 

de los cultivos de langostinos. You et al. (2005) realizaron el aislamiento de 94 cepas de 

actinomicetos aislados de langostinos en China, donde el 51% (47) inhibió a alguna de 

las cepas de Vibrio y el 24,5% (23) inhibió a 7 especies de Vibrio patógenas de peces y 

langostinos. La mayoría de las cepas antagonistas resultaron ser del género 

Streptomyces. Das et al. (2010) aislaron 43 cepas a partir langostineras en Australia, la 

actividad antimicrobiana de estas cepas fue probada frente a 5 cepas de Vibrio, 

patógenos de peces: V. harveyi V890, V. parahaemolyticus, V. proteolyticus V760, V. 

anguillarum V572 y V. alginolyticus V34; encontrándose que 12 de estas tienen actividad 

antimicrobiana como se demostró en el ensayo de antagonismo. De las 12 cepas, 2 

fueron antagonistas frente a los 5 patógenos y sólo 8 aislamientos lograron inhibir a V. 

harveyi. León et al. (2016), reportaron que el 37% (10) del total de cepas que obtuvieron, 

presentaban actividad anti Vibrio frente a las especies V. vulnificus, V. anguillarum y V. 

alginolyticus. En el presente estudio el 88% (22) de las 25 cepas probadas logró 

presentar actividad inhibitoria frente a alguna de las cepas de Vibrio probadas y el 8% 

(2) de éstas logró inhibir a las 9 cepas de Vibrio, además se encontró que 10 cepas 

lograban inhibir a V. harveyi, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus. 

El modo probable de la acción de los actinomicetos frente a las bacterias patógenas, se 

basa en liberar antibióticos en una especie de guerra bioquímica para eliminar los 

microorganismos competidores del medio ambiente (Chau et al., 2011). Investigaciones 

recientes indican el enorme potencial de actinomicetos marinos, en particular, especies 

de Streptomyces como una fuente útil y sostenible de nuevos productos naturales 

bioactivos. Asimismo, pueden formar esporas resistentes al calor y a la desecación, 

permitiendo así que los productos probióticos sean fáciles de preservar (Manivasagan 

et al., 2013). Por lo tanto, los resultados de la presente investigación revelan que los 



 

64 
  

actinomicetos marinos de Bahía Independencia son una fuente potencial de nuevos 

antibióticos. Teniendo en cuenta estos resultados, los actinomicetos deben ser 

considerados como posibles cepas probióticas en el cultivo de langostinos. You et al. 

(2005, 2007) describieron el potencial de actinomicetos frente a cepas patógenas de 

Vibrio spp. de langostinos. Kumar et al. (2016), extrajeron el producto antibiótico de 

actinomicetos marinos y lo incorporaron en el alimento para observar el efecto in vivo 

sobre el virus de la mancha blanca en el “camarón tigre negro”. Das et al. (2006) 

informaron de un estudio preliminar sobre el efecto de la suplementación probiótica de 

Streptomyces en el crecimiento y prevención de las enfermedades del “camarón tigre 

negro” (Penaeus monodon).  

Los compuestos bioactivos son extraídos por medio de varias técnicas. La extracción 

con solventes orgánicos se emplea generalmente para la extracción de metabolitos 

secundarios a partir del cultivo filtrados. Particularmente para la extracción de 

compuestos bioactivos a partir de actinomicetos, se  han realizado diversos estudios 

donde se han puesto a prueba diferentes polaridades de solventes orgánicos: acetato 

de etilo, acetato de butilo, etanol, metanol, cloroformo, n-butanol, n-hexano, éter de 

petróleo, cloroformo benceno y xileno (Selvameenal et al., 2009), siendo los solventes 

polares y en particular el acetato de etilo, los que han mostrado mejor actividad 

antimicrobiana frente a bacterias y hongos. Mientras que otros extractos mostraron una 

actividad moderada contra patógenos (Vijayakumar et al., 2010). En el presente estudio 

se tomaron en cuenta varios criterios para la selección de los solventes orgánicos, en 

primer lugar se quiso probar la eficiencia del solvente al concentrar metabolitos en 

función a su naturaleza polar o apolar. La polaridad es una característica muy importante 

de los solventes debido a que determina la solubilidad, por lo cual se seleccionó al 

diclorometano y butanol, los cuales son solventes polares aprótico y prótico 

respectivamente y, al cloroformo que es de naturaleza no polar. Adicionalmente también 
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se tomaron en cuenta el costo y la viabilidad de conseguir los solventes, ya que como 

se sabe estos son actualmente productos controlados. 

Existen diversos estudios que confirman la eficacia de los extractos obtenidos a partir 

de acetato de etilo, reportándose una destacada actividad antagonista frente a 

Streptococcus sp. (El-shatoury et al., 2009), S. aureus MDR (Sathish y Kokati, 2012), S. 

aureus y B. megaterium (Ravi et al., 2015), bacterias Gram-positivas en su mayoría 

(Singh et al., 2014) y también frente a algunos microorganismos Gram negativos como 

E. coli (Meena et al., 2013), S. typhimurium y S. sonnei. Los resultados demuestran 

claramente que las bacterias Gram positivas fueron altamente susceptibles a los 

extractos crudos probados en comparación con bacterias Gram negativas. La 

sensibilidad entre bacterias Gram positivas y Gram negativas podrían atribuirse a sus 

diferencias morfológicas, tales como la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas que tienen lipopolisacáridos que hacen que la pared celular sea impermeable 

a los extractos lipofílicos (Gebreyohannes et al., 2013). Pero, una bacteria Gram positiva 

sería más susceptibles debido a la falta de membrana externa (Sibanda et al., 2010).  

Existen también otros reportes respecto a otros solventes utilizados como por ejemplo 

en el estudio realizado por Valan et al. (2014) aislaron actinomicetos cuyos extractos 

hexánicos mostraron actividad antibacteriana de amplio espectro y el extracto de 

cloroformo logró inhibir Gram positivas. Kumar et al. (2012) aislaron el actinomiceto 

Loyola PBT VAS 10, cuyo extracto de acetato de etilo mostró una actividad moderada 

frente a V. parahaemolyticus. Sumitha y Philip, (2006) extrajeron metabolitos 

antimicrobianos de actinomicetos con acetato de etilo, hexano y 1-butanol, los cuales 

presentaron actividad anti-Vibrio. Laidi et al. (2008) a partir de la cepa de actinomiceto 

RAF- 10, reportaron que el n-hexano, cloroformo y éter dietílico fueron solventes 

ineficientes, mientras que el n-butanol resulto eficiente para la extracción de compuestos 

activos.  
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Al comparar los valores de CMI de los 3 extractos, notamos que el extracto 

diclorometánico fue con el que se obtuvieron los menores valores para la mayoría de 

las cepas silvestres como para las cepas utilizadas como controles, en segundo lugar el 

extracto clorofórmico también resultó bastante eficiente frente a alguna de las cepas a 

pesar de su naturaleza apolar. Los solventes polares, en particular, los de naturaleza 

prótica como el acetato de etilo (Palaniappan et al., 2013) son los que presentan mejor 

capacidad para concentrar metabolitos. En este estudio el extracto diclorometánico fue 

el que presentó valores entre 0,15 - 1,2 mg.ml-1 frente a las distintas cepas de Vibrio 

silvestres, siendo estos valores menores a diferencia de los obtenidos por los extractos 

butanólico y clorofórmico de la cepa M11-108. Asimismo, estos resultados son similares 

a los obtenidos por León et al. (2016), donde los extractos diclorometánicos de 

actinomicetos aislados de A. purpuratus, obtuvieron valores entre 0,25 a más de 500 

µg.ml-1 entre las cepas de Vibrio probadas. 

Existen pocos reportes con resultados resaltantes obtenidos a partir de extractos 

preparados con solventes apolares. En el trabajo presentado por Valan et al. (2014) se 

prueba la eficiencia de distintos solventes tanto polares como apolares, entre ellos el 

cloroformo y el hexano. Sin embargo, el extracto clorofórmico no presentó ningún tipo 

de actividad frente V. fischeri MTCC 1738, a diferencia del extracto hexánico que si 

presentó un valor de 0,01 mg.ml-1 frente a la misma cepa. Este valor es aún menor a los 

valores determinados por las cepas V8P1(2) y V8P2(1), cuyo valor es menor a 0,075 

mg.ml-1, frente al extracto clorofómico. Por lo cual no se puede descartar la posibilidad 

de que los solventes apolares logran recuperar con eficacia metabolitos con actividad 

anti-Vibrio.  

Los resultados obtenidos a partir de las cepas de Vibrio aisladas de L. vannamei y las 

cepas control que se usaron en este caso, aisladas a partir de patógenos de peces, 

presentan valores similares. Cabe resaltar que las cepas silvestres siempre resultan 
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más difíciles de inhibir debido a la mayor cantidad de mecanismos de resistencia que 

pueden haber adquirido de su medio ambiente a diferencia de una cepa estándar. 

Un estudio muy similar al presentado fue realizado por Mohanraj y Sekar (2013), donde 

a partir del extracto de acetato de etilo producido a partir de la cepa de Streptomyces 

LCJ94, aislada de la Bahía de Bengala (India), produjo valores de CMI de 0,25 mg.ml-1 

frente a V. harveyi y V. vulnificus, y 0,5 mg.ml-1 frente a V. alginolyticus. Estos valores 

son similares a los resultados obtenidos en el presente estudio en el cual se obtuvo el 

valor de 0,6  y 0,3 mg.ml-1 para las cepas V. harveyi y V. alginolyticus V3L usando el 

extracto diclorometánico siendo en ambos casos cepas silvestres patógenas de 

langostinos.  

Con base en los resultados obtenidos a partir del antibiograma, se observa que el grupo 

de las quinolonas como el enrofloxacino y el florfenicol son los que resultan más 

efectivos frente a las cepas de Vibrio silvestres, por lo cual se seleccionó al ácido 

nalidíxico (10 mg.ml-1) como control de las pruebas de CMI, logrando inhibir todas las 

cepas. De esta manera se pudo evidenciar que nuestras cepas son bastante sensibles 

al grupo de las quinolonas y en particular al ácido nalidixico. En el estudio realizado por 

Soto et al. (2010) se evaluó la CMI de algunos antibióticos comerciales como 

enrofloxacina (0,0059 mg.ml-1) y florfenicol (0,0115 mg.ml-1), frente a una cepa patógena 

de langostino V. harveyi.  

Por otro lado, si comparamos los valores de estos antibióticos comerciales frente a los 

valores obtenidos por los extractos de la cepa M11-108 observamos que la mayoría de 

estos últimos son valores más altos. Reportes previos mostraron que ciprofloxacino 

resulta ser el más activo de las quinolonas.  Zanetti et al. (2001) informaron de que el 

CIM de ciprofloxacino fue de 0,38 mg.L-1 para el control de Vibrio spp. aislado del medio 

ambiente. Por lo tanto, estos valores son similares a los obtenidos por el extracto 
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diclorometánico de la cepa M11-108, o incluso mayor, en comparación con el valor de 

CMI de la cepa V8P3. 

Estudios moleculares preliminares de la cepa M11-108 indican que ésta no estaría 

relacionada al phylum de las Actinobacterias; pruebas basadas en el análisis filogenético 

señalan que pertenece aparentemente al filo de las Proteobacterias. Sin embargo, 

estudios previos como hemos señalado anteriormente muestran un comportamiento 

cultural propio de los actinomicetos marinos. La cepa M11-108 presentó un porcentaje 

de similitud de 83% con la especie Alcanivorax pacificus. El género Alcanivorax fue 

reportado por primera vez por Yakimov et al. (1998), siendo aislado de agua y sedimento 

marino. Se describe como un género que utiliza exclusivamente hidrocarburos de 

petróleo como fuente de carbono y energía y, con potencial uso en procesos de 

biorremediación en los sistemas costeros marinos contaminados (Bookstaver et al., 

2015).  Teniendo en cuenta que el porcentaje de similitud con la especie A. pacificus de 

la cepa M11-108 es bastante bajo, esta podría tratarse de un nuevo género dentro de 

la familia Alcanivoraceae, por lo cual se requiere realizar un análisis más completo para 

su confirmación. Si fuera este el caso, esta cepa sería el primer reporte de Alcanivorax 

para el Perú y el primer reporte en donde se muestra esta cepa como un productor de 

metabolitos secundarios. 

Los resultados de la identificación de las cepas aisladas de L. vannamei demostraron 

que 6 de estas cepas pertenecen al género Vibrio, lo cual no coincide con los resultados 

determinados por el API 20 NE, el cual identifica a la mayoría de estas cepas como 

Aeromonas entre un 70 - 99.9% de similitud. Los sistemas como API 20E y API 20NE 

son los más utilizados para analizar la diversidad de las especies de Vibrio asociadas a 

los organismos marinos y sus hábitats. Sin embargo, diversos estudios resaltan la 

insuficiencia de los sistemas API para la identificación del género Vibrio, lo cual implica 

que se requieran de ciertas modificaciones en esos sistemas en cuanto a las 

condiciones de incubación e inoculación (Topic Popovic et al., 2007; Croci et al., 2007). 
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Asimismo, varios autores afirmaron que a pesar de las ventajas presentadas por los 

sistemas API en cuanto a su ejecución rápida, estos mostraron una menor eficiencia en 

la identificación de V. parahaemolyticus, esto debido a la gran variabilidad de las 

características de diagnóstico entre las especies (Croci et al., 2007), por lo cual el 

análisis molecular se considera necesario, ya sea para pruebas adicionales 

confirmatorias o para un determinado método de identificación (Fabbro et al., 2010).  

Cabe resaltar también el hecho de que la cepa V2P3(2), la cual fue aislada en agar 

TCBS (medio de cultivo selectivo para Vibrio), fue identificada mediante 16S rRNA como 

perteneciente al género Achromobacter sp. Además esta cepa había mostrado, en 

pruebas preliminares de concentración de sales, que no es halotolerante la cual es una 

característica bastante común en el género Vibrio. 

Por otro lado, hasta el momento no se había reportado la especie V. diabolicus en los 

cultivos de L. vannamei en el Perú, siendo este el único reporte de esta especia asociada 

a L. vannamei en nuestro medio. Fue Dos Santos et al. (2016) quienes reportaron el 

aislamiento de 70 cepas de Vibrio del estuario de Acaraú (Brasil), donde se lleva a cabo 

el cultivo de L. vannamei. Del total, tres cepas fueron identificadas como V. diabolicus, 

las cuales fueron aisladas procedentes del agua y sedimento del estuario. 

Finalmente, las bacterias de sedimento marino del orden de los Actinomicetales resultan 

inhibir el desarrollo de especies patógenas de Vibrio en Litopenaeus vannamei, por lo 

cual los ambientes marinos representan una fuente promisoria de microorganismos 

capaces de producir metabolitos secundarios novedosos, así como potenciales 

candidatos probioticos. 
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7 CONCLUSIONES 

1. Se determinó la presencia del género Vibrio en hepatopáncreas y hemolinfa de 

especímenes enfermos de Litopenaeus vannamei “langostino blanco” de cultivos 

controlados. 

2. Se reporta por primera vez la presencia de Vibrio diabolicus V8P2 en cultivos de 

L. vannamei en el Perú. 

3. Un porcentaje elevado (88%) de las 25 cepas evaluadas en este estudio, 

aisladas de sedimentos marinos de Bahía Independencia y Bahía de Ancón, 

presentan actividad inhibitoria frente a cepas de Vibrio aisladas de Litopenaeus 

vannamei, siendo la cepa M11-108 la que presentó un mejor potencial 

antagonista. 

4. Los extractos diclorometánico y clorofórmico de la cepa M11-108 fueron eficaces 

frente a cepas de Vibrio aislados de L. vannamei en concentraciones de 0,15 y 

0,075 mg.ml-1, respectivamente. 

5. A pesar de su semejanza fenotípica con los actinomicetos, la identificación 

molecular preliminar de la cepa M11-108 indica que está más relacionada a la 

Alcanivorax pacificus, sin embargo el porcentaje de similitud es bajo, lo que 

amerita realizar estudios complementarios a nivel molecular. 
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8 RECOMENDACIONES 

• Complementar el análisis molecular de las cepas de Vibrio aisladas, mediante el 

uso de otros marcadores moleculares, como los genes esenciales para el 

desarrollo de la célula (“housekeeping genes”). 

•  Realizar la caracterización química de los metabolitos encontrados en la cepa 

M11-108, utilizando técnicas analíticas de mayor rendimiento como 

Cromatografía Líquida de Alta Precisión (HPLC). 

• Realizar un estudio taxonómico polifásico de la cepa M11-108 y describir el 

organismo en detalle. 

• Realizar pruebas preliminares in vivo de la cepa M11-108, en estanques de 

Litopenaeus vannamei, para corroborar su potencial capacidad como 

microorganismo probiótico. 
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10 ANEXOS 
ANEXO 1 

 

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO DE ACTINOMICETOS 

Agar Marino 

Componente g.l-1 

Extracto de levadura 1 

Peptona de soya 4 

Agua de mar 750 ml 

Agua destilada 250 ml 

 

ISP 2: Agar Extracto de Levadura – Extracto de Malta 

Componente g.l-1 

Extracto de malta 10 

Extracto de levadura 4 

Dextrosa 4 

Agua destilada 1000 ml 

Agar 15 

 

ISP 3: Agar Avena 

Componente g.l-1 

Avena* 18 

Agar 15 

Solución Trasa 1 ml 

Agua destilada 1000 ml 

        *Hervir el agua con la avena por 20 min. 
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ISP 4: Agar Sales Inogánicas - Almidón 

Componente g.l-1 

Almidón 10 

K2HPO4 1 

MgSO4.7H2O 1 

NaCl 1 

(NH4)2SO4 2 

CaCO3 2 

Solución Trasa 1 ml 

Agua destilada 1000 ml 

Agar 15 

 

ISP 5: Agar Glicerol Asparagina 

Componente g.l-1 

Glicerol 10 

L-asparagina 4 

K2HPO4 4 

Solución Trasa 1 ml 

Agua destilada 1000 ml 

Agar 15 

 

ISP 6: Agar Peptona-Extracto de Levadura Hierro 

Componente g.l-1 

Bacto peptona 15 

Proteosa Peptona  5 

Extracto de levadura 1 

Citrato de amonico férrico 0.5 

Fosfato dipotásico 1 

Tiosulfato sódico 0.08 

Agua destilada 1000 ml 

Agar 15 
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ISP 7: Agar Tirosina 

Componente g.l-1 

Glicerol 15 

L-asparagina 1 

L-Tirosina 0,5 

K2HPO4 0,5 

MgSO4.7H2O 0,5 

NaCl 0,5 

FeSO4.7H20 0,01 

Solución Trasa 1 ml 

Agua destilada 1000 ml 

Agar 15 

 

Solución Trasa 

Componente g.l-1 

FeSO4.7H20 0,1 

MnCl2.4H2O 0,1 

ZnSO4.7H2O 0,1 

Agua destilada 1000 ml 
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ANEXO 2 

PRUEBA DE ANTAGONISMO: MÉTODO DE LA “DOBLE CAPA”. 
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ANEXO 3 

PREPARACIÓN DE EXTRACTOS ORGÁNICOS 

 

  

  

Fermentación en Caldo 
Marino x  7 días, 150rpm 

Centrifugación 4500 RPM por 25min 

Agregar Diclorometano, butanol y 
cloroformo en proporción V:V a cada 
matraz. 

Separación de fases 

Evaporación de los solventes 
orgánicos en el rotavapor 

Extractos orgánicos 
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ANEXO 4 

Tabla de resultados de la prueba de la “Doble capa” de los actinomicetos frente a 

las cepas de Vibrio expresados en halos de inhibición (mm). 

 

Cepas 
Cepas silvestres Cepas control 

V8P3 V5P3 V3L V8P2(1) V2P3(2) V8P1(2) V7P3 VA VP VH 

B1-CD1 1,83 0 0 0 3,88 0 0 0 NH 3,5 

B1-IM2 7 0 0 0 0 0 0 0 NH 0 

B1TG1 7,38 0 0 13,25 0 10,17 14,25 0 NH NC 

B1-662 0 0 0 0 25,25 0 0 0 NH 0 

II334C 28,38 9,67 3 10,25 16 10,63 11 6 13,5 NC 

M10-77 21 10,96 14,75 21,17 19,5 19,08 21,5 17 18,88 15,75 

M10-85 0 0 0 0 0 0 0 0 NH 0 

M11-105 0 0 0 0 0 0 0 3,5 NH 0 

M11-106 0 0 0 0 0 0 0 0 NH 4 

M11-108 29,17 12,17 8,88 29,42 6 30,25 35,92 32,9 31  NC 

M11-111 8,5 0 0 0 0 0 0 0 NH 0 

M11-115 0 0 0 0 12 0 0 6,5 NH 0 

M11-116a 4,25 6 8,5 0 0,5 5 5,13 0 NH 0 

M11-116a(2) 16,42 12,08 20,17 16,92 13,67 6,5 0 0 5,75 8,83 

M11-116b(2) 0 0 0 0 0 0 0 NC NC Nc 

M11-116(B) 19,33 19,13 18,92 14,67 12,75 16,83 14,83 18,5 16,5 7,67 

M11-116d 0 2,63 2 1,5 1,5 0 6,08 0 NH 2 

M11 116d(A) 18,93 20,13 18,83 18,88 8,75 10,75 8,33 0 17,79 10,33 

M11-

116d(B) 
22,79 10,25 18,17 15,33 16,92 15,92 12,75 10,25 NH NC 

M11-133 0 0 0 0 0 0 0 0 NH 0 

I300A(2) 3,75 0 10,5 9,25 3,33 4,17 3,75 14 NH 0 

I434Bb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

I434B 0 0 0 6,25 0 0 8,67 8,71 0 4,17 

I434Bc 0 0 0 0 0 0 0 0 NH 5 

E54Ba 1,38 16,13 0 6,5 7,25 5 5 7,11 9,21 5,48 

NC: No creció, NH: no se hizo, VA: V. alginolyticus, VP: V. parahaemolyticus, VH: V.harveyi. 


