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RESUMEN: Se analizaron las caracteristicas metabdlicas y fisiologicas de bacterias proleoliticas aisladas de muestras de
tegumento y contenido intestinal de merluzas (Meriuccius hubbsi), capturadas en el Golfo San Jorge (Chubut, Argentina). Las
mismas se diferenciaron presuntivamente de acuerdo al género y a la capacidad de producir proteasas. En 86 cepas selecciona-
das, predominaron los bacilos Gram negativos, psicrétrofos, aerobios no fermentadores (97%). El 93% requirieron NaCl para
desarroliar, toleraron hasta 7,5% (p/v) de la sal y desarrollaron entre pH 5 y 9. Fue significalivo el porcentaje de cepas con
capacidad de sintetizar enzimas ADNasa, lipasas, lecilinasas, fi-galactosidasa, B-glucosidasa y ureasa. La distribucion de géneros
fue semejante en los dos sistemas analizados (tegumento y contenido intestinal), destacdndose los géneros Pseudomonas y
Flavobacterium. La actividad proteolitica extracelular fue propia de cada cepa, existiendo considerables variaciones dentro del
mismo género. Las cepas de mayor actividad proteolitica fueron de crigen entérico y se relacionaron con el género Pseudomonas.
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SUMMARY: Characterization and identitication oi protease-producing bacteria isolated from hake (Merluccius hubbsi).
Estevao Belchior, $."; Pucci, 0. H.2 The aims of this study were to identify and to determine the capacity of extracellular protease
production by sirains isolated from tegument and intestinal tract of hake (Meriuccius hubbsi), collected from the San Jorge Guif
(Patagonia, Argentina). Eighty-six strains were selected, classified at genus level and tested for proteolytic activity by the
azocasein method on the cell-free supematant of cultures. Strains were capable of growing between 0°C and 30°C, tolerated NaCl
concentrations less than 7.5% (w/v), but did not grow in culture without sea water or NaCl. On the other hand, they tolerated a pH
range of 6 to 10 (optimum 7.5 to 8.5). Cells were Gram-negative, rod-shaped bacteria, grown aerobically with oxidative metabolism
and were able 1o produce a range of exoenzymes, including lipases, gelatinase, caseinase, urease, DNAse, and lecithinase.
Pseudomonas y Flavobacterium were the predominant genus in both tegument and gut samples. Strains from gut of hake showed
the highest levels of proteolytic activity estimated by the activity measured by azocasein method.
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Introduccion

La merluza coman (Merluccius hubbsi), es pro-
bablemente la fuente mas significativa de pescado
blanco de América del Sur y es la base de la indus-
tria pesquera argentina.

Merluccius hubbsi, habita desde las proximi-
dades de Cabo Frio, en Brasil (22° L.S.) hasta el sur
de Argentina (55°L.S.), en una profundidad media de
200 m (entre 50 y 500 m). Tolera un rango de tempe-
raturas entre 3 y 18°C con un éptimo comprendido
entre 5y 10°C y valores de salinidad entre 3,25 y
3,42%, el optimo estaria por encima de 3,35% (1).

Presenta una biomasa importante de especies
juveniles en el drea del Golfo San Jorge, entre 45°S y
47°S (provincias de Chubuty Santa Cruz) (2,3,4).

La pesca de la merluza constituye uno de los
recursos econémicos principales y genuinos de nues-
tra region patagonica. En los Gltimos anos la captura
de esta especie alcanzd aproximadamente un pro-
medio de cien mil toneladas por ano (5).

La merluza, se considera uno de los principa-
les alimentos proteicos (6) y como otros productos
de mar, esté sujeto a un rapido deterioro microbiano
debido a los altos niveles de compuestos
nitrogenados en sus musculos (7).

Posteriormente a la captura del pez, el mascu-
lo es invadido por bacterias autdctonas que coloni-
zan piel, agallas e intestino. La invasion de los
microorganismos trae como consecuencia la pre-
sencia de nuevos sistemas enzimaticos en dicho
tejido, ocasionando la degradacion de proteinas y
alteracion de las caracteristicas organolépticas, sien-
do inevitable la disminucion del aprovechamiento, la
calidad y vida util original del pescado. Durante este
proceso, se destaca la actividad de bacterias
proteoliticas psicrétrofas marinas (8, 9).

Este grupo de bacteria que desarrollan y sobre-
viven en ambientes frios, son consideradas
extremdfilas y han adaptado y optimizado sus proce-
sos metabolicos a las condiciones ambientales (10).
Los antecedentes comunicados, indican que estas
bacterias, son saprofitas en peces de aguas frias
como la merluza y responsables de su deterioro pos-
teriormente a la captura (7, 8, 9, 11).

El objetivo planteado fue determinar las carac-
teristicas metabdlicas y fisiologicas de cepas
proteoliticas aisladas de muestras de merluza
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(Merluccius hubbsi) y diferenciarlas presuntivamente
de acuerdo al género y a la capacidad de producir
exoproteasas.

Materiales y métodos

Recoleccidn y traslado de pescados

Se analizaron 23 especimenes pertenecientes
a tallas juveniles de la especie Merluccius hubbsi,
Los mismos fueron capturados en aguas del Golfo
San Jorge (45° Sy 47° §), en una embarcacion cos-
tera con redes de arrastre de fondo y a una distancia
entre 8 y 30 millas marinas desde el puerto de
Comodoro Rivadavia. La temperatura del agua de
mar en esa zona variaentre 5y 15°C y la salinidad es
normalmente 3,5% (p/v).

Las merluzas fueron recogidas vivas, en forma
individual mediante bolsas de polietileno tomadas a
modo de guante y transportadas al puerto de
Comodoro Rivadavia, Escalante, Chubut, en heladera
portétil, con hielo. Las mismas fueron procesadas
dentro de las 20 horas de haber sido capturadas.

Obtencion y procesamiento de muestras

Solamente se procesaron los pescados sin
aplastamientos ni cortes y con tractos alimenticios
intactos y en buen estado. Se obtuvieron muestras
de tegumento y contenido intestinal.

Las muestras de tegumento fueron obtenidas
por deslizamiento y rotacion de un hisopo de algodén
estéril sobre una superficie del pescado de 100 cm?,
A continuacién, el hisopo, se transfirio a 10 ml de
solucién diluyente (agua de mar estéril con 1% de
peptona de caseina). Las muestras se homoge-
neizaron mediante vortex durante 1 minuto y se rea-
lizaron diluciones decimales, sucesivas y en nime-
ro apropiado, en agua de mar estéril ( 11, 12).

Después de lavar y desinfectar con alcohol al
70% la piel de cada pescado, fueron disecados
asépticamente. La porcion media del tracto intesti-
nal fue removida. Se aspiraron 100 ml de contenido
intestinal que se transfirieron a 10 ml de la misma
solucion diluyente, luego se homogeneizé mediante
vortex por 1 minuto. Se dejé decantar el material
particulado y se realizaron diluciones decimales
seriadas del sobrenadante en agua de mar estéril
(13).
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RAislamiento de bacterias proteoliticas

Se emple6 la técnica de diseminacion en su-
perficie sobre placas de agar ZoBell suplementado
con leche, para aislar y diferenciar cepas con activi-
dad proteolitica. El medio ZoBell, (g/100 ml: peptona
de carne 0,5; extracto de levadura 0,1; agua de mar
filtrada 75 ml; agua destilada 25 ml - pH 7,5) (12),
previamente esterilizado, fue suplementado con 10
ml de una solucion de leche descremada (10% p/v)
estéril (agar ZoBell-leche). Las placas se incubaron
a4°C hasta 15 dias.

Las colonias de bacterias con actividad
proteolitica, se diferenciaron por la presencia de un
halo transparente de protedlisis alrededor. Luego de
registrar el aspecto macroscépico de las mismas,
se repicaron en cultivo puro en agar ZoBell,

Caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento

Lamorfologia bacteriana fue analizada mediante
la coloracion de Gram y ademas se determinaron
las caracteristicas fisioldgicas de cada cepa selec-
cionada, segun su crecimiento bajo las siguienies
condiciones:

- Tolerancia a distintas temperaturas: Se de-
termind el rango de temperaturas de desarrollo en
agar ZoBell-leche a0, 7, 22, 30, 35, 42 y 50 °C.

—Tolerancia a las concentraciones de cloruro
de sodio: Se inocularon cultivos puros de las cepas
encaldoZoBellcon: 0;1,5;2: 3;5;7:9;12y 15% de
NaCl.

—Tolerancia a distintos pH: Se inocularon cul-
tivos puros de las cepas en caldo ZoBeliapH5, 6, 7,
8,9,10y12,

- Tolerancia al oxigeno: Se observo desarrollo
bacteriano en aerobiosis, microaerofilia y
anaerobiosis, utilizando para ello caldo tioglicolato
con 2% de NaCl.

—Obtencion de energia: Se inocularon por pun-
cion medios OF (segtin Hugh y Leiffson) para deter-
minar si los microorganismos oxidan o fermentan la
glucosa.

Caracteristicas metahdlicas
Las cepas fueron analizadas con e! fin de deter-
minar sus caracteristicas metabglicas y lograr una
identificacion presuntiva al nivel de género.
Descripcion de las reacciones: Se efectuaron
pruebas de: crecimiento en agar Mac Conkey; pro-

duceién de pigmento; reduccion de nitratos a nitritos
0 a gas nitrogeno; movilidad; produccion de
citocromo oxidasa y catalasa; praduccion de arginina
dihidrolasa (A.D.H.), lisina descarboxilasa (L.D.C.),
ornitina descarboxilasa (0.D.C.); p-galactosidasa
(O.N.PG.) y ureasa; hidrolisis de esculina (B
glucosidasa); hidralisis de gelatina (proteasa); asi-
milacién de los siguientes sustratos: glucosa,
arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosaamina
{NAG), maltosa, gluconato, caprato, adipato, malato,
citrato, fenilacetato y fructosa; produccion de sulthi-
drico a partir de tiosulfato sodico; produccién de
triptofana deaminasa (T.D.A.) y produccion de indol a
partir de triptofano; produccién de acetoina; oxida-
cion/fermentacion de los siguientes sustratos: glu-
¢osa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa,
melibiosa, amigdalina y arabinosa.

Otras caracteristicas estudiadas fueron: sensi-
bilidad al agente vibriostatico 0/129 (2-4 di NH,, 6-7-
diisopropil pteridina - 150 mg), a polimixina 8 (50 U)
y penicilina (10 U); produccion de ADNasa; produc-
cion de lecitinasa; hidrdlisis de Tween 80; hemolisis
y desarrollo en agar tiosulfato, citrato, bilis, sacaro-
sa(TC.B.S)).

Los ensayos de caracterizacion metabolica de
las cepas, se efectuaron siguiendo metodologias
estdndar (14), siendo modificados los medios de
cultivo por la adicién de NaCl en una concentracion
del 2% (p/v).

Las pruebas de identificacion se incubaron a
temperatura ambiente, registrando los resultados a
las 24 y 48 horas.

Analisis de agrupamiento

Con la finalidad de establecer similitudes entre
|las cepas analizadas a lo largo del estudio, se llevo a
cabo el andlisis de agrupamiento sobre la base de
las caracteristicas metabdlicas.

Estos andlisis fueron efectuados mediante el
programa NTSYS (15), utilizando el coeficiente Sim-
ple Matching para la confeccion de las matrices de
similitud y el ligamiento promedio para la construc-
cion de los fenogramas.

La ejecucion de ésta técnica consta de los si-
guientes pasos:; eleccion de las unidades taxonémicas
operativas (otus); eleccién de los caracteres; con-
feccion de la matriz bédsica de datos (m.b.d.); matriz
de similitud o matriz de distancia, segun como sea
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confeccionada la matriz de similitud, se seguird el
modo Q (similitud de bacterias) o R (similitud entre
reacciones); construccion del fenograma; construc-
cion de matriz cofenética; obtencidn del coeficiente
de correlacién cofenética y consensa entre varias
clasificaciones.

Identificacion de géneros

Las cepas se clasificaron presuntivamente al
nivel de género considerando: (*)el esquema pro-
puesto por Oliver (16), para identificacion de bacte-
rias marinas que separa los siguientes géneros:
Pseudomonas, Lucibacterium, Xanthomonas,
Alteromonas, Aeromonas, Vibrio, Spiritfum,
Photobacterium, Acinetobacter, Flavobacterium,
Cylophaga, Moraxelia, Fiexibacter, Chromabacterium,
Alcaligenes, Agrobacterium, Caulobacter y familia
Enterobacteriaceae; (**)criterios de diferenciacion
bioquimica entre géneros propuestos en Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology (17).

Produccion de proteasas a distintas temperaturas

Las cepas aisladas se sembraron en medio
ZoBell-leche y en medio gelatina nutritiva adiciona-
docon 2% deNaClaO,7, 22,30, 35, 42 y 50 °C. Se
registraron los datos de proteolisis a las temperatu-
ras testeadas.

Se considerd la hidrélisis positiva cuando: en
el agar con leche se evidenci6 un halo transparente
alrededor de la colonia y en el medio con gelatina se
produjo licuefaccion del mismo, permaneciendo en
ese estado a temperaturas de solidificacion de la
gelatina.

Determinacién de la actividad proteolitica

La actividad proteolitica en el sobrenadante del
cultivo libre de células se determind utilizando
azocaseina como sustrato de acuerdo a la técnica
descripta por Margesin and Shinner (18). Para la
mezcla de reaccion se emple6 buffer fosfato 67 mM
- pH 7 y se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos. Los resultados se expresaron como Uni-
dad de Digestion de Azocaseina (U) por ml de
sobrenadante (U/ml). Una (U) se considerd igual al
aumento de absorbancia de 0,001 por minuto a 340
nm, en las condiciones descriptas. Cada ensayo fue
realizado por triplicado y promediado.
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Resultados y discusidn

Aislamiento de bacterias psicrotrofas con acti-
vidad proteolitica

Se analizaron 46 muestras, 23 de tegumentoy
23 de contenido intestinal, obtenidas de especimenes
de merluza capturados en Golfo San Jorge (Chubut,
Argentina),

De las suspensiones de hisopados de tegumen-
to y contenidos intestinales se realizaron aislamien-
tos en agar ZoBell-leche. Posteriormente cada sus-
pension se conservé a 0°C, repitiéndose los cultivos
enagaralos 7 y 30 dias, con la finalidad de seleccio-
nar cepas proteoliticas para su caracterizacion.

Se seleccionaron 86 colonias, 36 provenientes
de aislamientos intestinales y 50 de tegumento. Las
cepas fueron nombradas mediante nlimeros conse-
cutivos cada uno sequido de letras mayusculas A, B
y E, que corresponden, respectivamente, al tiempo
en que fue aislada la cepa ya sea: de la muestra
recién procesada, a los 7 dias o a los 30 dias de
conservacion a 0°C. Con las letras en mintscula to
i seindicd su procedencia (t: tegumento, i intestino).

Caracterizacion morfoldgicay fisioldgica

En general, las colonias seleccionadas se ca-
racterizaron por ser lisas brillantes elevadas circu-
lares y cremosas. Algunas colonias desarrollaron
pigmento de color amarillo 0 anaranjado. Esta carac-
teristica en la mayoria de las colonias se observé
solamente en el primer aislamiento.

Utilizando la coloracion de Gram, se observo la
presencia de bacilos rectos o curvos Gram negali-
vos. No se aislaron microorganismos Gram positi-
vos de ninguna de las fuentes analizadas.

Las colonias se visualizaron entre 5 y 7 dias de
incubacion a bajas temperaturas (0-4 °C), en cambio
a temperatura ambiente demoraron entre 24 y 48
horas. Por este motivo las pruebas metabdlicas se
incubaron a esta (ltima temperatura.

La mayor proporcion (92%) de la poblacion es-

“tudiada desarrolld en un rango entre 0 y 30 °C, por lo

tanto se podrian clasificar como bacterias
psicrétrofas de acuerdo a la definicion de Morita (10).
El resto de las cepas desarrollaron entre 0 y 20 °C
(figurat.a.).
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Las bacterias psicrétrofas constituyen un gru-
po térmico autdctono de peces que habitan en am-
bientes frios. Formando parte de este grupo, se en-
cuentran bacterias proteoliticas, principalmente,
Gram negativas (7, 8, 11, 12, 19, 20). Muestran un
desarrollo 6ptimo a 18 y 22 °C y pueden crecer de 0
a 25 °C. Tienen una tolerancia limitada a las altas
temperaturas. Esta sensibilidad esta asociada a la
pérdida de actividad de enzimas y de sistemas
enzimaticos respiratorios, uso acelerado del pool de
amino 4cidos, incremento en la saturacion de lipidos
de la membrana celular, perdida de permeabilidad
de la membrana celular, pérdida de componentes
intracelulares (proteinas, DNA, RNA, aminodcidos
libres, fosfolipidos) (10).

En relacion a la tolerancia a distintas concen-
traciones de NaCl, los resultados se reflejan en la
figura 1.b. Se observo que la mayoria de las cepas
(93%) demostraron ser dependientes de la presen-
cia de NaCl en el medio, para desarrollar.

Si bien la concentracion salina del agua en el
Golfo San Jorge es normalmente 3,5%, el 98% de las
cepas toleré 7,5% (p/v) de la sal.

Estas caracteristicas se corresponden con el
grupo de bacterias marinas debido a que, las cepas
en estudio, desarrollaron Gnicamente en presencia
de la sal y no soportaron concentraciones superio-
resa7,5% (21).

Las bacterias marinas tienen requerimientos
fisiologicos de sodio y presentan una adaptacion
obligada a la salinidad de los océanos. En condicio-
nes de falta de NaCl las células se lisan (10).

Cuando se evalud el rango de crecimiento a
distintos pH, los microorganismos estudiados desa-
rrollaron entre pH 5 y 9. Este resultado podria ser
atribuido a la habilidad de las cepas para adaptarse a
diferentes condiciones ambientales de pH (22).

Caracterizacion metahélica

La tabla 1 muestra Ia distribucion de caracte-
risticas metabdlicas de los aislamientos de las dife-
rentes muestras.

El 3% de las cepas fermentaron la glucosa por
la via dcido mixta y estas produjeron indo! a partir de
triptofano, utilizaron citrato como Gnica fuente de car-
bono y la via arginina dihidrolasa para obtener ener-
gia. Estos microorganismos anaerobios facultativos,
fueron caracterizados comao Vibrio sp. basandose en

las pruebas de identificacion, la sensibilidad al 0/
129y desarrollo en agar T.C.B.S. Ademas, se evalua-
ron bioquimicamente para diferenciarlos en espe-
cies. Para ello se consideraron los resultados de las
pruebas de fermentacion y utilizacion de azicares;
rojo de metilo; Voges-Proskauer; reduccidn de nitra-
tos; produccion de indol; hidrélisis de urea; produc-
cion de L.D.C., 0.D.C. y A.D.H., lipasa, gelatinasa,
amilasa y DNAsa; pruebas de halofilismo; desarro-
llo a distintas temperaturas y produccion de
pigmentos. De acuerdo a los resultados obtenidos
no se establecio ninguna relacion con las especies
de Vibrio descriptas en Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (17). Por ese motivo,
estas cepas fueron clasificadas presuntivamente
como Vibrio sp.

Las cepas restantes (no fermentadoras) fueron
incapaces de crecer en condiciones de anaerobiosis
y un bajo porcentaje de cepas redujeron nitratos (7%).
Unicamente, el 22% oxid6 la glucosay en general no
oxidaron otros hidratos de carbono a excepcion de;
manitol (48%), sacarosa (41%) y melibiosa (16%).

El 31% de las cepas produjeron pigmentos, pre-
dominando el amarillo y anaranjado, se encontr6
mayor porcentaje de bacterias pigmentadas en tegu-
mento que en intestino.

Un importante porcentaje de cepas asimilaron
glucosa (77%), fructosa (56%), gluconato (45%) y
malato (44%).

Asi mismo, fue significativa la capacidad de
sintetizar ADNasa (95%), lipasas (72%), lecitinasas
(58%), B-galactosidasa (37%), -glucosidasa (65%)
y ureasa (30%). Todos los microorganismos
hidrolizaron caseina y gelatina en el rango de tempe-
ratura de crecimiento bacteriano (0 a 30°C).

Las cepas estudiadas fueron negativas para las
siguientes reacciones: descarboxilacion de los
aminoécidos lisina, ornitina; desaminacién de
triptofano, produccion de SH,, asimilacién de
arabinosa, manosa, caprato, adipato, fenilacetato y
N-acetil glucosamina, produccion de acido a partir
de inositol, sorbitol, ramnosa, amigdalina y arabinosa.

Analisis de agrupamiento

Con los resultados obtenidos en la carac-
terizacion de las cepas seleccionadas se realizé una
matriz de datos con 86 cepas y 58 reacciones
metabdlico-fisiologicas. El resultado positivo de cada



reaccion se codifico con 1, al negativo con 0 y las
reacciones dudosas con 9.

El andlisis de agrupamiento en modo R, con-
sistio en el agrupamiento de las 58 reacciones
metabdlico-fisioldgicas (figura 2). El mismo confor-
mo 4 nicleos (a,b,c,d) que demuestran las igualda-
des de las cepas (nivel de similitud 0) para las ca-
racteristicas metabélicas y fisioldgicas efectuadas.
El nicleo ¢, indicd que el comportamiento de las
cepas fue homogéneo frente a concentraciones sali-
nas de 12 y 15% (p/v), ambas fueron inhibitorias
para el desarrollo de las bacterias estudiadas. En el
nucleo d se confirmd que todas las cepas presenta-
ron una conducta igual frente a las siguientes condi-
ciones de crecimiento: concentraciones de 1,5; 3y
4 5% de NaCl, temperaturas de crecimiento de 0,4y
20°C e hidrélisis de gelatina. Este nicleo fue con-
gruente con las caracteristicas de las bacterias
psicrotrofas marinas proteoliticas, objeto de este
estudio.

Los otros nucleos (a y b) estdn formados por
reacciones que son negativas en toda la poblacién
bacteriana estudiada y que no tienen un patrén de
explicacion como en las reacciones anteriores.

El elevado nimero de reacciones compartidas,
tanto positivas como negativas, demostré que los
microorganismos analizados son semejantes
metabdlica y fisiolégicamente. Este resultado se co-
rrobora con el andlisis de agrupamiento de las bac-
terias (modo Q).

El andlisis de agrupamiento en modo Q agrupo
alas bacterias de acuerdo a su comportamiento frente
a las pruebas practicadas.

Se realiz6 una matriz de similitud, en la que se
excluyeron los otus iguales y las reacciones com-
partidas (produccion de indol; hidrélisis de gelatina;
ADH; LDC; 0DC; TDA; Voges Proskauer; crecimiento
a0,4,20y45°C; tolerancia a 3; 4,5, y 15% de NaCl;
asimilacion de: xilosa, arabinosa, manosa, caprato,
citrato, fenialacetato; acido de: arabinosa,
amygdalina, ramnosa, sorbitol, inositol), con el fin
de eliminar la distorsién que provocan el elevado
namero de reacciones compartidas.

De |a nueva matriz, surgi6 el fenograma repre-
sentado en la figura 3, donde se observé una relacion
entre las bacterias, que no estd influenciada por la
repeticion de caracteres con igual valor. En el se
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formaron 4 agrupamientos y una bacteria aislada
representante del grupo de cepas fermentadoras.

Los 4 agrupamientos tienen como caracteristi-
¢a en comun que se integraron por bacterias de in-
testino y tegumento obtenidas en diferentes etapas
del enriquecimiento a 0 °C.

En este andlisis no se registraron diferencias
significativas entre la poblacion de tegumento e in-
testino, similares resultados obtuvieron otros auto-
res (12, 16).

Ademés, se observd que el enriquecimiento a
temperaturas de 0 °C durante 30 dias no selecciond
cepas diferentes de las que se encontraron como
cepas mayoritarias en la poblacion inicial.

Si bien el nimero de reacciones finales, em-
pleadas en este andlisis de agrupamiento, no fue
muy grande se evidencio una notable diversidad
metabélica entre las cepas.

Identificacion presuntiva de géneros

La caracterizacion, en géneros y especies, de
bacterias marinas fue dificultosa. Las pruebas
bioguimicas y fisiol6gicas deberian complementar-
se con la informacion que proveen los métodos
moleculares que se utilizan en el analisis filogenético
de las poblaciones (23, 24).

Sibien existen algunos esquemas taxonémicos
para identificar bacterias marinas (16), el actual co-
nocimiento de nuevos géneros y especies existen-
tes en este ambiente, no permite asegurar la
confiabilidad de los resultados (17, 25, 26, 27).

La distribuci6n de géneros, también, fue seme-
jante en los dos sistemas analizados, ambos difirie-
ron en la presencia del género Vibrio, identificado
solamente en las muestras de contenido intestinal.

En la tabla 2 se muestra la distribucion y los
porcentajes de abundancia genérica en los aislamien-
tos originales (tiempo cero) para cada tipo de mues-
tra.

En ambas poblaciones proteoliticas se identifi-
€0 una escasa variedad genérica. Este resultado, seria
propio de un biotopo extremo donde pocos géneros
estdn presentes y solamente se seleccionan aque-
llos microorganismos que pueden enfrentarse con
los factores de stress ecoldgico (bajas temperatu-
ras, bajos pH, la accion de enzimas digestivas, la
accion de acidos biliares, condiciones anaerébicas,
movimientos peristalticos, etc).
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Los géneros que se caracterizaron de manera
presuntiva, ya fueron recuperados como miembros
de distintos nichos marinos por otros investigadores
y se especializan en la degradacion de
macromoléculas muy complejas (12, 24, 28, 29).

El género Pseudomonas, se relaciona normal-
mente con la microflora de merluza y otros peces, y
fue reconocido entre los microorganismos respon-
sables del deterioro de distintos alimentos, inclusive
pescado y sus derivados (6, 8, 12,19, 30, 31, 32). La
dominancia del género Pseudomonas, entre los
psicrétrofos proteoliticos de distintos ecosistemas,
puede ser atribuida a su buena habilidad de adapta-
cion frente a modificaciones ambientales, a la capa-
cidad de multiplicarse con tiempos de generacion
menores que otros microorganismos a bajas tempe-
raturas y a la mayor competencia para atacar diver-
sas sustancias organicas (8, 31, 33).

El género Flavobacterium es extremadamente
heterogéneo, se encuentra constituido por
microorganismos de vida libre que habitan tanto en
ambientes terrestres coma marinos. Incluye espe-
cies Gram negativas productoras de pigmento ama-
rillo, que pueden oxidar carbohidratos, moviles por
medio de flagelos peritricos o inmaviles. Presentan
la habilidad de degradar polisacéridos y contribuir al
catabolismo aerdbico de material organico (29, 34).

Tanto Pseudomonas como Flavobacterium han
sido aislados en estudios previos en merluza de pa-
cifico (Merluccius productus) y de la zona comin de
pesca Argentino-Uruguaya (Merluccius hubbsi) (6,
35).

Si bien se recuperaron bajos porcentajes de
bacterias Gram negativas fermentadoras (Vibrio sp.)
con capacidad para hidrolizar proteinas, se ha co-
municado que, por lo general, forman parte de la
poblacion comensal del tracto alimenticio de los pe-
ces marinos (35).

Las especies marinas que forman parte del
género Alteromonas son bacilos Gram negativos
aerobios, pigmentados o no, con flagelo polar que se
diferencian del género Pseudomonas por el bajo con-
tenido en G+C. Recientemente por medio de anali-
sis filogenéticos de secuencias de 16S rDNA el gé-
nero fue dividido en Afteromonas y un nuevo género
denominado Pseudoalteromonas (26, 27, 36).

En la figura 4 se representd la distribucion de
generos durante el enriquecimiento a 0°C. A lo largo

de la experiencia se identificaron, presuntivamente,
cepas pertenecientes al género Pseudomonas y el
grupo constituido por Pseudomonas/Alteromonas,
ambos predominaron en la Ultima etapa (30 dias a
0°C). Similares resultados fueron obtenidos por Lee
y Harrison (6) durante la conservacion de merluza
del pacifico a temperaturas de refrigeracion 5°C du-
rante 14 dias, como asi también en estudios de dete-
rioro de otros teleosteos como perca y lenguado (8).
Los microorganismos fermentadores se recupera-
ron solamente en muestras frescas de contenida in-
testinal y la presencia de Flavobacterium disminuyd
al final de la conservacion de las muestras.

Produccion de proteasas

Debido a que en ocasiones las zonas de trans-
parencias que se producen en el agar leche pueden
deberse también a la solubilizacion de la caseina
como resultado de la acidulacion del medio (38), se
cuantifico la actividad proteolitica de cada cepa
mediante el método de azocaseina (33).

La actividad proteolitica de cada cepa
bacteriana se determind cuantitativamente a partir
del cultivo en un medio base mineral adicionado con
peptona de caseina (34). Los cultivos fueron incuba-
dos por 48 horas, a temperatura ambiente con agita-
cion continua y se obtuvieron sobrenadantes libres
de células para realizar las determinaciones.

Basandose en los resultados de las unidades
de actividad proteolitica obtenidas, bajo las condi-
ciones del ensayo, las cepas se dividieron en 3 cla-
ses: los aislamientos con una actividad entre 0 y 40
U/ml fueron designados con baja actividad proteolitica
(57%), aquellas cepas con actividad entre 40y 70 U/
ml fueron consideradas moderadamente proteoliticas
(17%) vy las que presentaron una actividad mayor de
70 U/ml fueron consideradas con alta actividad
proteolitica (26%) (37) (figura 5).

Se observé que la actividad proteolitica
extracelular es propia de cada cepa, existiendo con-
siderables variaciones dentro del mismo género.

Cabe resaltar que, de las cepas de mayor acti-
vidad proteolitica el 66% fueron de origen entérico y
el 55% se relacionaron con el género Pseudomonas
6 con el grupo Pseudomonas/Alteromonas.

La descripcion de las especies microbianas
con actividad proteolitica asociadas a la estructura
externa y contenido intestinal de merluza, aporta co-



nocimientos potencialmente aplicables a la
optimizacién en los métodos de conservacion de la
merluza y contribuye a completar la informacién exis-
tente sobre taxonomia y ecologia de bacterias mari-
nas de diferentes ecosistemas del mar argentino (12,
35,39,40,41,42,43)

Conclusiones

Las bacterias con actividad proteolitica consti-
tuyeron un componente comin dentro de la biocenosis
bacteriana del tegumento e intestino de las merluzas
analizadas.

La poblacion de bacterias proteoliticas en am-
bas muestras se caracterizé por un amplio predomi-
nio de bacilos Gram negativos, aerobios, con meta-
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bolismo estrictamente respiratorio. Estos microor-
ganismos se caracterizaron por utilizar una escasa
variedad de carbohidratos como fuentes de carbono
y energia. Presentaron requerimiento obligado de
cloruro de sodio para desarrollar. Desarrollaron en el
rango de los microorganismos psicrétrofos y el cre-
cimiento mas rapido se registr0 a temperatura am-
biente. Presentaron gran versatilidad para multipli-
carse tanto a valores de pH levemente acidos como
alcalinos. Ademds, dentro de la poblacién, se desta-
caron los microorganismos con un amplio potencial
hidrolitico de macromoléculas como DNA y lipidos.
La produccion de enzimas proteoliticas fue muy
variable entre las cepas estudiadas, encontrandose
en el habitat intestinal, los microorganismos que
manifestaron los mayores niveles de actividad.

Tabla 1: Distribucidn de caracteristicas fenotipicas de las cepas (%) de acuerdo a su origen.

Reacciones Intestino Tegumento Reacciones Intestino Tegumento
(n:36) (n:50) (n:36) (n:50)
Red. Nitrato 8 6 As. cilrato 8 0
Indol 8 0 As. fructosa 47 62
Fer. glucosa 8 0 Oxidasa 94 100
Sens. 0/129 8 0 ADNasa 97 94
ADH 8 0 Lecilinasa 58 58
Urea 36 26 Movilidad 39 44
Esculina 53 74 Lipasa 80 53
Gelatina 100 100 Pigmentos 22 38
ONPG 36 38 Ac. glucosa 8 10
As. glucosa 61 88 Ac. manitol 42 52
As. manitol 0 26 Ac. sacarosa 47 36
As. maltosa 14 26 Ac.melibiosa 17 16
As.gluconato 39 50 Hemaélisis 17 14
As. Malato 42 46 *McConkey 86 80

Red: reducci6n, Fer: fermentacidn, Sens.: sensibilidad, ADH: Arginina dihidrolasa, As.: asimilacién, Ac.: 4cido;
* la prueba se refiere a presencia de desarrollo en agar McConkey; los datos se expresaron en % de cepas con reac-

cidn positiva.
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Tahla 2: Distribucidn de géneros (%) en aislamientos originales

Géneros Total Intestino Tegumento

{n: 43) (n:20) (n:23)
Flavobacterium sp. 21 15 26
Pseudomonas sp. 44 55 35
Grupo Pseudomonas/Alteromonas’ 28 15 39
Vibrio sp. 7 15

W En este grupo se encuentran cepas de caracteristicas similares con ambos géneros

Figura1: Tolerancia a distintas condiciones de crecimiento bacteriano
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Figura 2: Fenograma, analisis de agrupamiento en modo R
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Figura 3: Fenograma , andlisis de agrupamiento en modo Q,
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Figura 4: Distribucion de géneros (%) de acuerdo a la etapa de aislamiento
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Numero de cepas a diferentes tiempos de conservacion a 0°C: tiempo 0 :43 cepas; a 7 dias: 20 cepas y a 30 dias:
23 cepas.

Figura 5: Distribucion de cepas de acuerdo a la actividad proteolitica
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