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RESUMEN

La comparacién de cepas aisladas de diferentes regiones en base a sus caracteristicas fenotipicas contribuye al
conocimiento de la dispersion y capacidad de sobrevivencia de las bacterias en el ecosistema marino. El presente
trabajo tiene como objetivo determinar si existe similitud fenotipica entre las bacterias marinas heterétrofas
aerobias aisladas de diferentes zonas de la plataforma suroccidental de Cuba. Se aislaron 78 cepas: 31 de
biotopos de fondos blandos y 47 de arrecifes. Para la caracterizaciéon fenotipica se realizaron 52 pruebas y los
resultados se procesaron con el Programa de Taxonomia Numérica NTSYS, version 1.7 (1992). Las cepas aisladas
de los fondos blandos presentaron niveles de similitud entre 29.4 y 88.2% y las de arrecifes entre 39.0 y 94.0%.
Entre los aislados procedentes de los fondos blandos se encontré mayor diversidad fenotipica, lo que puede
relacionarse con una mayor disponibilidad de materia organica asequible en la macrolaguna que en los arrecifes,
los cuales se encuentran mas influenciados por las aguas oceanicas oligotréficas adyacentes. Entre las cepas
procedentes del SE y del SW de la macrolaguna, se encontraron coeficientes de similitud entre 50.0 y 78.5% lo
que indica que auin cuando las condiciones ambientales son diferentes, existe una amplia versatilidad metabdlica
entre los aislados. En el caso de las cepas aisladas de los arrecifes, se pueden reconocer dos grupos: uno
procedente del arrecife de Juan Garcia y otro formado por aislados de los arrecifes Punta del Este -Cantiles-
Rosario-Los Ballenatos-Hijo de Los Ballenatos.
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ABSTRACT

The comparation between isolates from different regions taking into account the phenotypic characteristics
contribute to the bacteria dispersion and survival understanding in the marine ecosystem. The aim of this work is
determine the phenotypic similarity between heterotrophic marine bacteria isolates from different regions of the
southwest Cuban shelf. 78 strains were isolates: 31 from muds biotopes and 47 from coral reefs. The results
obtained from 52 physiological and biochemical tests were procesed with the Numerical Taxonomy Programa
NTSYS. pc, versiéon 1.7 (1992). The isolates from muds showed a similarity level between 29.4 and 88.2% and
from coral reefs between 39.0 and 94 %. A higher phenotypical diversity was found between strains isolated from
muds than those isolated from coral reefs. The obtained results can be relationship with a higher organic matter
sources disponibility in the macrolagune than coral reefs, wich are more influenced by the oligotrophics oceanic
waters. Isolates from the SE and SW macrolagune zones showed similarity levels between 50.0 y 78.5% indicating
that even in differents environmental conditions there are una amplia versatilidad metabdlica entre los aislados.
The coral reefs isolates formed two groups: one from Juan Garcia and another from Punta del Este -Cantiles-
Rosario-Los Ballenatos- Hijo de Los Ballenatos.

Key words: phenotypic similarity; heterotrophic bacteria; ASW, Cuba.

muestran una

distribucion

Son numerosos los factores abioticos que influyen
en la distribucion de las bacterias heterétrofas
aerobias en el medio marino, entre estos se
encuentran: la abundancia y complejidad de la
materia organica asequible como fuente de
carbono, la disponibilidad de oxigeno disuelto, la
temperatura y la dinamica de las aguas. Las
bacterias que presentan mayor versatilidad
fisiologica son capaces de sobrevivir en una mayor
variedad de ambientes, mientras que aquellas con
requerimientos nutricionales y/o energéticos
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especializados
geografica restringida (Madigan et al.,
Pennisi, 2006).

2000;

Los estudios realizados sobre distribucion de

bacterias heterotrofas en las aguas de la
plataforma suroccidental de Cuba han informado
que las mayores concentraciones de estas

bacterias se encuentran hacia la zona oeste, lo que
ha sido relacionado con la dinamica de las aguas y
la disponibilidad de materia organica en esta



Miravet et al.: Similitud fenotipica entre bacterias heter6trofas aisladas de diferentes zonas de la plataforma sur occidental de Cuba.

region (Miravet, 2003), sin embargo, no se conoce
el grado de similitud fenotipica que existe entre los
aislados procedentes de los diferentes biotopos que
conforman esta plataforma.

Aunque es sabido que las -caracteristicas
fenotipicas no expresan toda la informacion
genética que puede contener un genoma (Rosello-
Mora y Amann, 2001), se reconoce que la
comparacion de cepas aisladas de diferentes
regiones en base a sus caracteristicas fenotipicas
contribuye al conocimiento de la dispersion y
capacidad de sobrevivencia de las bacterias en el
ecosistema marino (Staley and Gosink, 1999).

El presente trabajo tiene como objetivo determinar
si existe similitud fenotipica entre las bacterias
marinas heterotrofas aerobias aisladas de
diferentes zonas de la plataforma suroccidental de
Cuba.

MATERIALES Y METODOS

La plataforma suroccidental de Cuba presenta una
anchura entre 90 y 140 km y un area de 20 870
km? y se encuentra localizada entre los 21° 25" y
los 22 ° 41" latitud N y los 80° 52" y 84° 00~
longitud W (Fig.1). Los fondos predominantes son
los pastos marinos o praderas de Thalassia
testudinum con densidad de vegetaciéon variable y
casi la totalidad de la frontera con el océano esta
formada por arrecifes coralinos.

En cuanto a la circulacién, la escasa profundidad
de la zona (promedio 6 m) permite que el viento
determine un desplazamiento de la masa de agua
hacia el oeste, con una velocidad promedio de 1.0
a 4.7 cm.seg! (Arriaza et al., 2006).

Las muestras de agua para el aislamiento de las
cepas se tomaron a 1 m por debajo de la superficie
y se procesaron asépticamente inmediatamente
después de la colecta. Se emple6 como medio de
cultivo para el aislamiento y el mantenimiento de
los aislados Agar Marino 2216E (Oppenheimer and
ZoBell, 1952).

El presente estudio se realiz6 con 78 cepas de
bacterias: 31 aisladas de 10 estaciones situadas en
diferentes zonas de la macrolaguna que presentan
fondos blandos y 47 procedentes de las estaciones
ubicadas en los arrecifes Juan Garcia, Punta del
Este, Cantiles, Rosario, Los Ballenatos e Hijo de
los Ballenatos (Fig.1).

A todos los aislados se les determinaron las
siguientes caracteristicas fenotipicas: reaccién
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Gram por el método del KOH (Buck, 1982),
morfologia de las células, produccién de pigmento,
presencia de catalasa y de citocromo oxidasa, tipo
de metabolismo (fermentativo u oxidativo),
motilidad y produccién de indol en Medio SIM
(Difco), capacidad de reducir nitratos a nitritos,
producciéon de SH» de tiosulfato, Voges Proskauer,
hidrélisis del almidén, Tween 80, caseina, lecitina,
alginato de sodio, licuefacciéon de la gelatina,
crecimiento a 4, 37 y 40 °C, tolerancia al NaCl (O,
6, 8,y 20%, pH:7.2) (Colwell and Grigorova, 1987),
y uso de las siguientes fuentes de carbono en
Medio Basal (Baumman and Baumman, 1981): D-
ribosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-fructosa, D-
galactosa, D-manosa, maltosa, celobiosa, sucrosa,
lactosa, melibiosa, D-gluconato, glicerol, D-
manitol, citrato, succinato, fumarato, acetato, p-
hidroxibenzoato, glicina, L-leucina, L-serina, L-
arginina, L-glutamato, L-alanina y L-ornitina.

Se confeccioné una matriz con los valores del indice de
similitud de Jacard (Sj) obtenidos a partir de la
codificacion 1 o O (presencia/ positivo o ausencia/
negativo) de los resultados de las pruebas bioquimicas
realizadas a cada cepa y a partir de ésta se realizé el
agrupamiento entre cepas empleando el algoritmo pares
de grupos no ponderados con la media aritmética
(UPGMA), que facilita la conversion de los resultados en
dendograma. Todo este procesamiento se hizo mediante
el Programa de Taxonomia Numérica NTSYS. pc, version
1.7 (1992).

Siguiendo el criterio de Torsvik et al., (1990) los
agrupamientos que mostraron una similitud mayor
del 80% se definieron como un “biotipo”, lo cual
significa que en este trabajo, 10 caracteres
diferentes separan cada biotipo.

Se aplic6 la prueba no paramétrica de los rangos
para muestras pareadas de Wilkoxon (T) para
comparar los resultados de las actividades de
descomposicion de proteinas, carbohidratos y
lipidos, respectivamente, entre los aislados de
fondos blandos y los de arrecifes, asi como para los
resultados de la prueba de reduccién de nitratos a
nitritos.

RESULTADOS

Los dendogramas obtenidos muestran que tanto
las cepas aisladas de los fondos blandos como de
los arrecifes, presentaron en general, bajos niveles
de similitud: entre 29.4 y 88.2% y entre 39.0 y
94% respectivamente, y que entre los aislados
procedentes de los fondos blandos hay mayor
diversidad fenotipica que entre los de arrecifes
(Figs. 2 y 3).
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Fig. 1. Situacion geografica de la zona de estudio y ubicacién de las estaciones de muestreo.

Entre las bacterias aisladas de los fondos blandos,
se detectaron ocho grupos de homologia a un nivel
de similitud entre 29 y 80% y con mas de 80 % de
similitud se definieron un total de dos biotipos en
los cuales quedaron incluidas el 22.6% de las
cepas (Tabla 1).

Entre los aislados procedentes de los arrecifes,
aparecieron 12 grupos de homologia y se encontré
un total de siete biotipos con mas del 80% de
similitud donde quedaron incluidas el 38.9% de las
cepas estudiadas.

Entre los aislados de fondos blandos, las cepas mas
cercanas en similitud (No.60 y No. 267) presentaron un
88.2% de homologia (Fig. 2) y fueron aisladas de las
estaciones E8 (Ensenada de Siguanea) y E10 (Juan
Garcia), respectivamente. También, de las aguas de las
estaciones E4, (Tablones) E8 (Ensenada de Siguanea) y
ES5 (NE Isla Juventud) se aislaron otras tres cepas (No.
68, No. 178 y No.268) con igual porcentaje de similitud
entre si (88.2%), las cuales se unen al grupo anterior a
un nivel de homologia de 80.3 % (Fig. 2).

Por otra parte, cepas aisladas de las aguas de la
estacion E3, situada al extremo E del golfo

(arenazo), se asemejan a las aisladas de las aguas
de la estacion E9, situada en el extremo W de la
macrolaguna (Coloma) en un biotopo con fondo
fangoso desprovisto de vegetacion.

La cepa (No. 172) cuyas caracteristicas fenotipicas
alcanzaron el menor valor de similitud (29.4%) fue
aislada de la estacién E15 (arenazo).

En los arrecifes, la cepa mas diferente de todas
(No.15cl) se aislé del agua de la meseta del arrecife
Cantiles (Fig. 3). De este mismo arrecife se aislaron las
cepas fenotipicamente mas semejantes (94%) y
procedieron especificamente, de muestras de agua de la
meseta arrecifal y de 12 m de profundidad en la zona
frontal, respectivamente. Estos aislados del arrecife de
Cantiles, se asemejan un 85 % a una cepa de Punta del
Este (No.19) y a otra de Los Ballenatos en un 87 % (No.
6cl) formando estas 4 cepas un biotipo (Fig. 3).

Otras 3 cepas procedentes del arrecife Los
Ballenatos formaron un biotipo (No. 11cl, No.14cly
No. 12cl), y otros 3 aislados de los arrecifes
Cantiles, Hijo de los Ballenatos y Los Ballenatos
formaron otro biotipo (No. 10-0, No. 20cl y No. 37).
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Fig. 2. Dendograma de similitud confeccionado en base a las caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de
las cepas aisladas de fondos blandos (C: codigo de la cepa, P: estacion de procedencia).

En general, entre los aislados de los arrecifes
Punta del Este, Cantiles, Rosario, Los Ballenatos e
Hijo de Los Ballenatos se encontraron varios
grupos de homologia, mientras que las cepas
procedentes del arrecife de Juan Garcia (E17A)
resultan muy similares entre si y se encuentran a

mayor distancia de similitud del resto de las cepas
aisladas de los otros arrecifes (Fig. 3).

La capacidad fisiologica de los aislados para
descomponer macromoléculas organicas, fue
ligeramente superior en las cepas procedentes de las
estaciones de fondos blandos que en los aislados de los
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Tabla 1. Numero de biotipos que se encontraron en el analisis de agrupamiento y procedencia de las cepas
que conforman cada biotipo (A: aislamientos procedentes de fondos blandos, B: aislamientos de arrecifes).

A. Cepas aisladas de fondos blandos

No. de biotipos No. de cepas por

Estacion de procedencia de las cepas que

biotipo forman el biotipo
1 2 E4-E5
1 S E8-E10-E4-E8-ES5

B. Cepas aisladas de arrecifes

No. de biotipos No. de cepas por

Estacion de procedencia de las cepas que

biotipo forman el biotipo

2 3 E15A-E15A-E15A

E13A-E10A-E15A

1 4 E12A-E15A-E16A-E16A

4 2 E11A-E11A
E14A-E15A
E11A-E14A
E11A-E11A

arrecifes, aunque no fue significativa la diferencia (T =
0.24, p=0.70). También, se detecté que en general, la
actividad proteolitica “in vitro” fue mas frecuente entre
las cepas que la capacidad de descomponer lipidos y
carbohidratos (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de cepas que mostraron
actividad proteolitica, lipolitica y amilolitica “in
vitro” (FB: aislados procedentes de fondos blandos,
A: aislados de arrecifes).

Prueba % Positivas % Positivas (A)
(FB)

Proteolisis 68.9 61.7

(descomposicién de la

gelatina)

Lipolisis (crecimiento 44.8 26.5

en Tween 80)

Amilolisis (formacién de 34.5 29.4

acido de almidon)

Reduccién de nitratos a 68.9 55.8

nitritos

Por otra parte, entre las bacterias aisladas de los
fondos blandos se encontré un mayor porcentaje
de cepas capaces de reducir nitratos a nitritos que
entre los aislamientos procedentes de los arrecifes
(Tabla 2).

DISCUSION

La mayor diversidad fenotipica que se encontro
entre las cepas aisladas de fondos blandos puede
estar relacionada con la existencia de una mayor
abundancia y disponibilidad de materia organica
en la macrolaguna que en las aguas de los
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arrecifes (Miravet, 2003), los cuales se encuentran
mas influenciados por las aguas oceanicas
oligotroficas adyacentes. Segun Pennisi (2006), la
disponibilidad de materia organica labil y oxigeno
disuelto en el medio, determinan, en primera
instancia, el desarrollo de la microbiota aerobia
heterotrofica.

En la macrolaguna que conforma la plataforma
suroccidental de Cuba predominan los fondos
areno-fangosos carbonatados (lonin et al., 1977)
con densidad de vegetaciéon variable (Alcolado et
al.,, 1990) y los niveles de oxigeno disuelto en las
aguas varian entre 2.50 y 7.98 mg.L-! (Perigo et al.,
2003). La vegetacion marina constituye una fuente
de materia organica y oxigeno que utilizan las
bacterias heterétrofas aerobias para llevar a cabo
el proceso de mineralizacién, el cual da lugar a
nutrientes y la consiguiente formacion de biomasa
bacteriana.

El hecho de encontrar cepas fenotipicamente muy
semejantes procedentes de estaciones distantes
situadas en biotopos de fondos blandos con
caracteristicas diferentes, indica la existencia de
una amplia dispersién y versatilidad metabédlica
entre los aislados de la macroalguna, condicién
que se le atribuye a las especies cosmopolitas.
Muchos microorganismos viven libres o asociados
a los organismos del plancton o a particulas de
detritus, por lo que su traslado esta sujeto a la
dinamica de las aguas, otros viven en simbiosis
con algunos organismos como los invertebrados y
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Fig. 3. Dendograma de similitud confeccionado en base a las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de
las cepas aisladas de los arrecifes (C: codigo de la cepa, P: estacion de procedencia).
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peces, por tanto, las migraciones de estos ultimos,
se considera otra via de traslado de especies
microbianas de un lugar a otro (Staley y Gosink,
1999).

En el caso de las bacterias aisladas de los
arrecifes, se encontraron cinco biotipos formados
por cepas aisladas indistintamente de Punta del
Este, Cantiles, Rosario, Los Ballenatos e Hijo de
Los Ballenatos, y dos biotipos formados sé6lo por
cepas del arrecife Juan Garcia. Las cepas
procedentes del arrecife Juan Garcia presentan
diferencias fenotipicas con relacion a los aislados
del resto de los arrecifes, quizas debido a las
particularidades determinadas por su situacion
geografica.

El arrecife de Juan Garcia esta ubicado en el
suroeste de la plataforma suroccidental, en la zona
por donde salen las aguas que entran a la
plataforma por el este procedentes del Golfo de
Cazones, y en su paso hacia el oeste, se
enriquecen con la materia organica proveniente de
la isla principal y de los numerosos cayos y
cayuelos que se encuentran en esta zona.

Independientemente del lugar de origen, las
bacterias heterétrofas aisladas de la plataforma
suroccidental de Cuba mostraron capacidad
metabédlica para descomponer macromoléculas
organicas “in vitro”, y reducir nitratos a nitritos
cuando en el medio hay ausencia de oxigeno, lo
que favorece las posibilidades de dispersion,
sobrevivencia y colonizacién de nuevos habitats.

CONCLUSIONES

1. Se encontr6 una mayor diversidad fenotipica
entre las cepas aisladas de los fondos blandos que
entre aquellas procedentes de los arrecifes, lo que
pudiera relacionarse con una mayor disponibilidad
de materia organica en la macrolaguna que en las
aguas arrecifales, las cuales, en general, se
encuentran mas influenciadas por las aguas
oceanicas oligotréficas adyacentes.

2. Entre las cepas procedentes de las zonas este y
oeste de la plataforma suroccidental se aislaron
cepas que presentaron niveles de homologia entre
50.0 y 78.5 % lo que indica una amplia dispersiéon
y versatilidad metabdlica entre los aislados
procedentes de la macrolaguna.

3. Las cepas aisladas del arrecife de Juan Garcia
son muy similares entre si y se encuentran a
mayor distancia de homologia del resto de las
cepas procedentes de los arrecifes Punta del este,

Cantiles, Rosario, Los Ballenatos e Hijo de los
Ballenatos.
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