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Resumen

En la zona de amortiguamiento y en la zona de reservadel Santuario Nacional los Manglares de
Tumbes, durante julio de 2011 a marzo de 2012, se identificaron y caracterizaron especies bacte-
rianas. Se sembroé una muestra del raspado del sistema radicular de Rhizophora mangle en medios de
cultivo TCBS, TSA, Cetrimide, Mac Conkey y EndoLES, observando las caracteristicas morfoldgicas de
las unidades formadoras de colonias. Las muestras fueron purificadas y aisladas, luego se seleccion6
UFC yextrajo el ADNutilizando la PCR, la migracion del ADN (de los productos de amplificacion),
y posteriormente fue enviado el amplicon para su secuenciamiento mediante el programa MEGA.
Se identificaron las especies bacterianas: B. pumilus, B. megaterium, Bacillus sp., B. aryabhattai, B.
cereus, B. thuringiensis, Exiguobacteriumsp., y Staphylococcus epidermidis, la bacteria no cultivable
Firmicutes y otras no cultivables.

Palabras claves: Bacterias, Sistema Radicular Rhizophora mangle, Santuario Nacional los Manglares
de Tumbes

Abstract

In the buffer zone and in the reserve zone of the National Sanctuary Los Manglares de Tumbes, during
July 2011 to March 2012, they were identified and characterized bacterial species. Scraping a sample
of the root system of Rhizophora mangle in culture media TCBS, TSA, Cetrimide, Mac Conkey and
seeded EndoLES observing morphological characteristics of the colony forming units. The
sampleswere purified and isolated, then UFC was selected and extracted DNA using PCR, DNA
migration (amplification products), and was subsequently sentto the amplicon sequencing by MEGA
program.The bacterial species were identified: B. pumilus, B. megaterium, Bacillus sp., B. aryabhattai,B.
cereus, B. thuringiensis, Exiguobacterium sp., and Staphylococcus epidermidis, no cultivable bacteria
Firmicutes and other non-cultivable

Keywords: Bacteria, scraping Rhizophora mangler oot system, National Sanctuary Los Manglares
de Tumbes, PCR.
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Introduccion

Los manglares son ecosistemas complejos
y dindmicos que varian en salinidad, nivel
de agua y la disponibilidad de nutrientes;
también contienen diversas y distintas co
munidades microbianas (Gomes et al.2011)
En Pert se ubican en la zona norte, de ma
nera particular en el Santuario Nacional
los Manglares de Tumbes (SNLMT) locali
zado en la provincia de Zarumilla del depar
tamento de Tumbes, y recibe diariamente
efluentes de langostineras de cultivos semi-
intensivos e intensivos, que segin Hidalgo
y Sandoval (2011) tienen una alta carga de
nitrégeno total (289,5 ppm) y también una
alta demanda bioquimica de oxigeno (9,33
ppm).

En la zona de amortiguamiento y la zona
de reserva del SNLMT habita Rhizophora
mangle en cuyo sistema radicular se ha
observado especies bacterianas ain no
identificadas, que podrian estar relaciona
das con los efluentes vertidos por las em
presas langostineras. Estos microorganis
mos, son células procariotas, con un tama
fio de 1 a 2 um; se encuentran en todo eco
sistema acuatico, estando involucradas en
la descomposicion de la materia organica
y en la utilizacién y transformacion de nu

trientes como amonio y nitrito a formas
menos dafiinas (Lodich et al. 2005).

El estudio es importante, pues las bacte-
rias pueden ser utilizadas en los cultivos
de Litopenaeus vannamei como probi6ticos
y como bacterias benéficas promotoras
del crecimiento de plantulas de mangle, y
ademas intervendrian e la reforestaciéon
de zonas dafiadas o crear manglares arti-
ficiales.

Material y Métodos

Area de estudio

La investigacion se realizé en la zona de
reserva y en la zona de amortiguamiento
del SNLMT, provincia de Zarumilla, entre
las coordenadas 3° 24' 00" a 3° 26' 57” de
latitud sur y 80°13"' 26” a 80° 18' 56” de
longitud oeste (Figura 1); comprende una
superficie de 2972 ha con 6 zonas: Zona
de amortiguamiento, Zona de recupera-
cion, Zona de uso especial, Zona de protec
cion estricta, Zona silvestre y Zona de uso
turistico (Inrena Pronaturaleza 2001) El
estudio se realiz6 de julio de 2011 a marzo
de 2012.

Figura 1. Area de estudio (color amarillo) en el sistema radicular de R. mangle, de las zonas de
reserva y de amortiguamiento del Santuario Nacional los Manglares de Tumbes.

Poblaciéon y muestra:

La poblacién de R. mangle estuvo compues
ta por las plantas que se encontraron ex-
puestas al nivel de la linea de alta marea

de la zona de amortiguamiento y la zona
reservada del SNLMT. La muestra la con-
formaron 10 ejemplares de R. mangle
tomadas al azar de estas zonas.
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Los puntos de muestreo para la zona de
amortiguamiento fueron a 500 m del canal
de marea El Algarrobo, y de la Zona reser
vada a500 m del estero Zarumilla. Se tomo
una muestra cada 50 m y el muestreo se
realizé cubriendolas estaciones del afio.

Obtencion de la muestra

Se tom6 aproximadamente una muestra
de 1 cm?del sistema radicular de R. mangle,
a través de una lamina porta objeto, ubica
das cada 10 m, luego la muestra se homoge
nizé y se colocé en un microtubo de 1,5 ml
de capacidad, siendo transportadas al labo
ratorio de biologia molecular de la Universi
dad Nacional de Tumbes, en una caja térmi
ca a temperatura de 5 °C. Estas muestras
fueron rotuladas con cédigos. Posterior-
mente se pes6 0,1 g de muestra y se diluy6
en 1 ml de solucion fisioldgica al 0,85 %,
para ser sembradas en medios de cultivo.

Medios de cultivo. Para el aislamiento bac
teriano se utiliz6 agar tripticasa soya (TSA),
tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), ce
trimide, Mac Conkey y Endo LES. Se realizd
las observaciones de las unidades forma-
doras de colonias (UFC) que crecieron en
estos medios; posteriormente estas placas

fueron llevadas a refrigeracion a 15 °C,
hasta la realizacién de la purificacion.

Purificacién. Las colonias se purificaron
en mediode cultivo TSA y luego fueron
transferidas a caldo de tripticasa soya (TSB);
ademas, esto permitié observar las carac
teristicas desarrolladas.

Identificacion de especies bacterianas
Extraccion de ADN.

Se utilizé el método de Doyle and Doyle
(1987) basado en el Bromuro de hexadecil
trimetilamonio (CTAB); pues esta técnica
permite identificar molecularmente bacte
rias a partir del ADN. La UFC se homogenizé
y centrifug6 a 15490 g durante 10 minutos,
se elimin6 el sobrenadante y luego se le
agreg6 1 ml de etanol al 95 %, finalizando
con la centrifugaciéon a 9150 g durante 2
minutos, y se descart6 el sobrenadante. Se
obtuvo como producto final un pellet ADN
el que se dejo secar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se resus-
pendid en 50 pl de tris y EDTA (TE) 1X y
se almacend a -20°C.

PCR. Para cada muestra se adicionaron los
reactivos fermentas en un microtubo de
0,25 ml, como se indican en laTabla 1.

Tabla 1. Reactivos marca fermentasy volumen usados para la reaccién de la PCR

Reactivos Vol/1Rxn
Agua ultra pura 37,0 ul
Buffers 5,0 ul
MgClz (2,5 mM) 2,5ul
BSA 1,0 ul
dNTPs (10 mM) 1,0 ul
Primer forward 16 SRNA-27F (20pM/ ul) 1,0 ul
Primer Reverse 16SRNA-1492R (20 pM/ ul) 1,0 pl
5 UTaq Polimerasa/ pL 0,5 ul
DNA 1,0 ul

El gen utilizado fue el gen 16S rARN que es
la subunidad pequefia que se encuentra en
el ribosoma de todas las células procariotas.

La amplificacion se realizé en un termocicla
dor programado como se indica en la tabla
2. El perfil de la PCR se realizé en un termo
ciclador marca TECHNE que consta de un
ciclo de 94 °C por 3 minutos, seguido de
35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C

por 45 segundos y 72 °C por 60 segundos,
y una extension final a 72 °C por 5 minutos.

Migracion de ADN. Los amplicones fueron
migrados en gel de agarosa al 1,75 % con-
teniendo 1,2 pl de bromuro de etidio (con
centracion), ademas se utilizé como tam-
pon de migracién 80 ml de TAE 1X, 2 ul de
azul de bromofenol (tampoén de carga 6X)
y 10 pl de cada amplicon procedentes de
la PCR. La migracién se realiz6 a 100 V du
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rante 20 minutos conjuntamente se hizo
migrar un marcador de peso molecular de
100 a 1000 pb. Los geles fueron visualiza
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dos utilizando un transiluminador, y foto-
grafiados con camara digital.

Tabla 2. Programacion del termociclador para la amplificacion del fragmento del gen 16S rARN

Programacion del Temperatura(°C) Tiempo(segundos) Numerode
termociclador ciclos
Inicio 94 180

Desnaturalizacion 94 30 35 ciclos
Hibridacion 55 45 35 ciclos
Polimerizacién 72 60 35 ciclos
Polimerizacion final 72 300

Secuenciacion. Se seleccionaron los ampli
cones de la zonas de estudio y se colocaron
en tubos eppendorf de 0,5 ml, se suspendio
10 plde los productos obtenidos por ampli
ficacion de la PCR, en 5 pl de agua ultrapura
(AUP) para cada uno de los primer corres
pondientes, en otro microtubo de 0,5 ml
se anadid 3 ul de primerl6 S rRNA 518 F
y 16 SrRNA 800 R para cada amplicon. Los
productos de amplificacién fueron secuen
ciados en la empresa Macrogen (Maryland,
USA).

Analisis de secuencias de los productos
amplificados para 16 S r RNA e Identifi
cacion de Bacterias presentes en el siste
ma radicular R. mangle. Las secuencias

nucleotidicas del fragmento 16 S rARN co
rrespondientes a las muestras tuvieron un
tamafio aproximado de 1500 pb que fueron
editadas con el software Mega v.5. Luego
estas secuencias de tamafio aproximado de
1500 pb se exportaron al programa Basic
Local Alignment SearchTool (BLAST) para
realizar su alineamiento frente a las secuen
cias que se encuentran en la base de datos
cientifica a fin de obtener la especie con la
cual tiene una mayor similitud.

Con los resultados de la secuenciaciéon y
usando los datos de la pagina National Cen
ter for Biotechnology Information (NCBI),
mediante el programa BLAST, se identifi
caron los géneros de bacterias.

Resultados

1. Observacion de unidades formadoras
de colonias bacterianas.

En el medio de cultivo TCBS se observaron
colonias amarillas (pequenas, medianas y
grandes) y colonias verdes (pequefias, me
dianas y grandes); en el medio de cultivo
TSA colonias cremas (pequefias y media-
nas); en el medio de cultivo cetrimide colo
nias cremas (pequefias) y en el medio Mac
Conkey colonias rosadas (pequeias).

2. Identificacion de secuencias obtenidas

Las especies bacterianas identificadas fue
ron: Bacillus pumilus (ingrediente activo
en fungicidas agricolas), B. thuringiensis
(propiedades insecticidas), B. aryabhattai
(puede producir glucosa y fructosa degra
dando bagazo) B. megaterium (produce
amilasas y proteasas que tienen usos in-
dustriales), Bacillus cereus, Exiguobacte-
rium sp., Staphylococcus epidermidis, bacte
rias no cultivables Firmicutes y otras bacte
rias no cultivables, como se muestran en
las tablas del NCBI

Discusion:

La mayoria de especies de bacterias del
género Vibrio son de origen marino, se les
ha aislado de agua de mar, sedimentos y
alimentos marinos especialmente bivalvos
y crustaceos. Muchas especies son patoge

nos para vertebrados e invertebrados ma
rinos (Internacional 1994). A partir de la
muestra extraida del sistema radicular de
R. mangle hubo crecimiento en el medio de
cultivo TCBS que es un medio especifico
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para bacterias del genero Vibrio sp., tanto
en la zona de amortiguamiento como en la
zona de reserva durante todos los meses
de muestreo, estos hallazgos son semejan
tes con lo reportado por Lightner (1996)
quien menciona que las bacterias gram ne
gativas son predominantes en los ambien
tes marinos y usualmente constituyen la
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parte de la flora bacteriana de crustaceos
cultivados y silvestres. Las especies de bac
terias del género Bacillus fueron: B. pumilus,
B. megaterium, Bacillus sp.,, B. aryabhattai,
B. cereus, B. thuringiensis: ademas de Exiguo
bacterium sp., bacterias no cultivables
Firmicutes, Staphylococcus epidermidis.

Tabla 3. Algunas secuencias obtenidas de NCBI con maxima identidad correspondientes a las
secuencias investigadas, de bacterias del sistema radicular de R. mangle.

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage Max ident
EUZ21325.1  Bacillus pumilus strain NM1C3 165 ribosomal RNA oene. partial seaus 2758 2758 5% 59%
IN315777.1  Bacillus pumilus strain AUCAB16 165 ribosomal RNA gene. partial sec 2756 2756 5% 99%
AMS13918.1  Bagillus sp. LD125 partial 165 rRNA gene, isolate LD125 2756 2756 89% 99%
F1615523.1  Bacillus sp. 41KBZ 165 ribosomal RNA gene. partial seauence 2754 2754 99% 99%
F1615522.1 Bacillus so. 41KAZ 165 ribosomal RNA gene. partial seauence 2754 754 5% 99%
EUBE0S32.1  Bagillus pumilus strain PRE14 165 ribosomal RNA aene, partial seaue 2754 2754 89% 99%

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage Max ident
EUS6L783.1  Bagillus so. A-29 165 ribosomal RNA aene, partial seauence 88 789 100% 99%
1x438703.1 Bacillus altitudinis strain CF13 165 ribosomal RNA gene, partial seque 784 784 100% L
1X438702.1  Baillus altitudinis strain CF15 165 ribosomal RNA aene. partial seaus 784 784 100% a0,
1X438701.1 Bacillus altitudinis strain CF14 165 ribosomal RNA aene. partial seaue 784 784 100% e
16438700.1  Bacillus altitudinis strain CF9 165 ribosomal RNA oene. partial seauer 184 784 100% 28%

Accession Description Max score Total score Query coverage Max ident

G0381280.1  Bacillus cereus strain TA2 165 ribosomal RNA aene. partial seauence 2767 2767 99% 99%
GUS68345.1  Bacillus sp. R5(2010) 165 ribosomal RNA aene. partial seauence 2767 2767 99% 9%
GO143481.1  Bagillus cereus strain DS 165 ribosomal RNA ene. partial seauence 2767 2787 99% 59%
10518346.1  Baillus cereus 165 ribosomal RNA aene, partial sequence 2763 2763 99% 99%
10407751.1  Bacillus cereus strain BVC11 165 ribosomal RNA aene. partial seauer 2753 2763 99% 999,
Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage Max ident
IN082288.1  yncultured Bacillus sp. clone 20 165 ribosomal RNA cene. partial sea 2765 2765 95% 85%
JNOB2330.1  Uncultured Bacillus sp. clone 95 165 ribosomal RNA gene, partial seq 2763 2765 95% 99%
JNOB2277.1  Uncultured Bacillus so. clone 1 165 ribosomal RNA gene. partial seau 2765 2765 95% 99%
JNOB2333.1  Uncultured Bacillus so. clone 100 165 ribosomal RNA aene. partial se 2763 2765 95% 95%
IND82286.1 | yncultured Bacillus so. clone 18 165 ribosomal RNA aene. partial sea 2765 2765 55% 99%
JNOB2293.1  Uncultured Bacillus so. clone 33 165 ribosomal RNA gene. partial sea 2763 2765 95% 99%

Estos datos coincidieron con el género Ba

cillus sp. reportado por Vazquez et al. (2000)
quien logro aislar, de rizosfera de dos espe
cies de manglares, trece cepas bacterianas:
B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. atro
phaeus, macerans Paenibacillus, Vibrio pro
teolyticus, Xanthobacteragilis, Enterobacter
aerogenes, Enterobactert aylorae, Enterobac
ter asburiae, Kluyveracryocrescens, Pseudo
monas stutzeri, y Chryseomonas luteola; asi

como lo reportado por Deivanai et al
(2014) quienes identificaron ocho bacte
rias endéfitas aisladas de tejidos de las
ramas y peciolos de los manglares en base
a sus 16S r RNA de secuencias de genes
de homologia, siendo las especies predo-
minantes, B. amyloliquefaciens y Pantoea
ananatis.

Se identificaron las especie Bacillus sp. y


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=412384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1428

Tessy Peralta Ortiz

Staphylococcus epidermidis en la zona de
reserva y en la zona de amortiguamiento
en el sistema radicular de R mangle simila
res a los reportados en suelo de manglar de
suva e islas Fiji (Kumar, Hathal and Chisti
2007) quienes determinaron la diversidad
y la carga de bacterias heterotroéficas sien
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do predominantes las bacterias “Gram po
sitivas” del género Bacillus y Staphylococcus,
asi mismo Namvar et al. (2014) mencionan
que Staphylococcus epidermidis tiene la
capacidad potencial de formar biopeliculas
y colonizar diferentes superficies.

Conclusiones

1. Se identificaron las bacterias B.pumilus,
B. megaterium, Bacillus sp., B .aryabha-
ttai, B. cereus, B. thuringiensis, Exiguobac
terium sp., y Staphylococcus epidermidis,
la bacteria no cultivable Firmicutes y
otras no cultivables del sistema radicu
lar de R. mangle en el Santuario Nacio-

nal los Manglares de Tumbes, mediante
el empleo de secuenciamiento PCR.

2. Las bacterias identificadas empleando

el gen 16 S rRNA fueron bacterias gran
positivas y crecieron en medio de cultivo
TSA.
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