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RESUMEN
Este proyecto tuvo como objetivo ampliar el conocimiento de la diversidad microbiana en ecosistemas

marinos de Cuba; a través del aislamiento y caracterizacion de bacterias heterotrofas. Se logro la
caracterizacion de 392 cultivos aisladas de aguas aledafias a arrecifes coralinos, manglares y playas, los
cuales presentaron gran diversidad metabolica. EI 99,7% presentaron al menos una actividad biolégica
relacionada con la diversidad funcional y que permite estimar las capacidades de autodepuracion de los
ecosistemas. En particular, 209 cultivos presentaron multiactividad en potencialidades relacionadas con
la degradacion de diferentes fuentes de carbono y la produccion de metabolitos. Los estudios de
degradacion de xenobiéticos evidenciaron las potencialidades de cultivos microbianos, procedentes de
areas impactadas y no impactadas por disturbios antropicos, de utilizar indistintamente compuestos
fendlicos e hidrocarburos como Unica fuente de carbono y energia. Por su parte, la caracterizacion
taxondmica de 22 cultivos seleccionados por sus potencialidades metabdlicas demostré que el género
Bacillus presentd6 mayor actividad biologica. Los géneros Ochrobacterium, Pasteurella y
Sphingomonas se informan por primera vez para aguas proximas a los arrecifes coralinos en estudio.
Todos los cultivos fueron depositados en la coleccion del Instituto de Ciencias del Mar y constituyen el
soporte bioldgico de futuras investigaciones relacionadas con la taxonomia microbiana marina y el

desarrollo de productos de interés biomédico, industrial y para el saneamiento ambiental.



1. INTRODUCCION

Los organismos marinos presentan una amplia diversidad biologica determinada por la presencia de
mecanismos biogquimicos y fisioldgicos que permiten su supervivencia en un medio competitivo por la
demanda de recursos y nutrientes. Las formas de vida en este habitat han evolucionado y estan
expuestas a condiciones ambientales totalmente diferentes a las que habitan en el medio terrestre
(Lauro et al., 2009) y constituyen un enorme reservorio natural que justifica el desarrollo de
investigaciones relacionadas con el incremento del conocimiento de su diversidad biol6gica.

En el contexto actual, los impactos sobre la biodiversidad de los ecosistemas marino costeros,
determinados por la explotacion indiscriminada de los recursos, contaminacion, eventos extremos, etc.,
intensifica su vulnerabilidad y comprometen los beneficios y servicios ambientales que brindan
ecosistemas claves como los arrecifes coralinos y los manglares.

Bajo esta premisa se requieren estrategias de adaptacion con una valoracidon integrada del
funcionamiento de los ecosistemas, tomando como base la evaluacion de la vulnerabilidad de la
biodiversidad; asi como de los beneficios asociados a estos recursos genéticos.

En particular los microorganismos son un componente esencial de la diversidad bioldgica que garantiza
el funcionamiento de los ecosistemas; ya que cumplen funciones Unicas en los ciclos biogeoquimicos
(fijacién del nitrogeno, nitrificacidn, desnitrificacion, fijacion quimiolitotrofica del didxido de carbono,
formacion de metano, reduccion de sulfatos), en la formacion del suelo, en la regulacion del climay en
la composicion atmosféerica (Madigan et al., 2012). Asimismo, esta multifuncionalidad determinada por
una gran diversidad genética y metabdlica proporciona una fuente poco explotada y de enormes
perspectivas para la basqueda de nuevos compuestos de interés.

Dentro de la diversidad microbiana, las bacterias heterétrofas resultan de gran interés por su actividad
descomponedora y su participacion en una amplia variedad de procesos fundamentales en el ecosistema
marino, que incluyen desde el reciclaje de los nutrientes hasta la geoquimica de los sedimentos
(Madigan et al., 2012). La importancia de estas bacterias estd determinada por dos funciones
fundamentales: su actividad mineralizadora, que forma parte de la capacidad de autodepuracion del
ecosistema marino, y su papel en la trama trofica, al poner a disposicion de los productores primarios
elementos nutritivos y la produccion de biomasa bacteriana que es consumida eficazmente por
depredadores eucariontes (Glockner et al., 2012).

Actualmente es reconocida la posibilidad de utilizar indicadores microbiolégicos para evaluar la
calidad ambiental de los ecosistemas y la deteccion de condiciones ambientales desfavorables

previamente a su repercusion en los organismos de niveles troficos superiores. Sin embargo, la



comprension del papel e importancia de este grupo en los ecosistemas es aun insipiente; dado por la
carencia de informacidn sobre la diversidad de especies y diversidad funcional en el ecosistema.

El desarrollo de la microbiologia marina ha permitido demostrar que las comunidades microbianas que
habitan en el mar son productoras de compuestos con actividades biologicas de importancia para el
ecosistema (Leon et al., 2010; Gléckner et al., 2012). La interrelacion entre los organismos no solo se
debe a relaciones troficas, sino que la antibiosis también puede jugar un papel importante en la ecologia
marina, actuando como controles efectivos para mantener la diversidad de especies del ecosistema.
Estas sustancias pueden ser liberadas al medio obstaculizando la colonizacion de las especies
adyacentes por competidores. Estos compuestos no sélo inhiben a las bacterias terrestres sino también a
cepas autoctonas, lo cual es de importancia ecoldgica considerable (Bowman, 2007).

Entre las multiples aplicaciones de los microorganismos marinos se encuentran la capacidad de
produccién de fuentes de energia (hidrogeno, metano), tratamientos de desechos industriales (metales,
plaguicidas, hidrocarburos) (Head et al., 2006; Hau et al., 2007); produccién de aditivos (polimeros,
tensioactivos, adhesivos) (Ortiz et al., 2014, Antoniou et al., 2015). Otros autores han demostrado que
las bacterias marinas podrian ser una fuente potencial de polihidroxibutirato (PHB) que constituye una
variante alternativa en la obtencién de plastico degradable o "verde™ (Lee et al., 2009).

La microbiologia marina de Cuba se ha encaminado fundamentalmente al estudio de la variacion
espacio-temporal de las bacterias heterétrofas, parametros funcionales, como son la productividad y la
intensidad del proceso de descomposicidn de la materia organica, y la diversidad de géneros; asi como
la evaluacion de algunas potencialidades de interés biotecnoldgico (Miravet et al. 1993; Miravet et al,
1994; Lugioyo, 2003; Claro et al., 2007; Ortiz et al, 2014). En la actualidad continua la necesidad de
incrementar el conocimiento de la diversidad microbiana en los ecosistemas marinos; teniendo en
cuenta que estos estudios no se han extendido hacia todas la zonas del archipiélago cubano; quedando
un gran vacio de informacion de estos grupos en las regiones central y oriental del pais.

Ademas, estas &reas presentan un importante desarrollo econémico en las que se incluyen el turismo, la
pesca, la actividad agropecuaria; asi como la explotacion y exploracion petrolera costera hacia region
norocentral de Cuba.

Por la importancia que reviste la conservacion de la biodiversidad marino-costera, para minimizar los
impactos sobre los servicios de los ecosistemas; resulta imprescindible desarrollar programas de
evaluacion y monitoreo encaminados a determinar el estado de vulnerabilidad de la biodiversidad. En
particular, grupos insuficientemente estudiados como los microorganismos de gran importancia en los

ecosistemas y que incluyen un mayor nimero de especies en peligro que otros grupos bioldgicos,



teniendo en cuenta que existen evidencias de una gran cantidad de microorganismos viables ain no
cultivados (Giovannoni y Rappé, 2000; Yeon et al., 2005).

Por otra parte; la identificacion y caracterizacion de los cultivos microbianos en estos ecosistemas no
solo contribuira a ampliar el conocimiento de la diversidad bacteriana marina de Cuba; sino que
ademas permitiria conocer otras potencialidades de uso y explotacion de los servicios y beneficios que
brindan los ecosistemas; garantizando el uso sostenible de los recursos genéticos disponibles de interés
para la biotecnologia y la biomedicina, a través de su conservacion en colecciones ex-situ que permiten
el mantenimiento y accesibilidad de cultivos puros, viables, y con estabilidad genética (Borem et al.,
2003).

Objetivo General:

Ampliar el conocimiento de la diversidad microbiana en ecosistemas marinos y costeros de Cuba; asi
como evaluar y caracterizar las potencialidades biotecnoldgicas de estos recursos genéticos.

Obijetivos Especificos:

1. Caracterizar cultivos de bacterias heterotrofas marinas procedentes de ecosistemas marinos y costeros
de Cuba.

2. Incorporar aislados de bacterias marinas proveniente de ecosistemas marinos y costeros no
representados en la coleccion.

3. Evaluar diferentes capacidades metabdlicas de las bacterias heterdtrofas representados en los
ecosistemas en estudio de como base de su diversidad funcional en los ecosistemas.

4. Evaluar la capacidad de utilizacion de compuestos xenobioticos por via asimilativa de los aislados mas

promisorios para su posible uso en biorremediacién ambiental.



2. MATERIALES y METODOS

2.1. Zonas de muestreo

Para el aislamiento de las bacterias heterdtrofas de ecosistemas marinos se realizaron muestreos en
diferentes regiones de Cuba (Figura 1), en coordinacién con otros proyectos de investigacion y
servicios cientificos técnicos relacionados con la evaluacion de la calidad ambiental de estos
ecosistemas. Para el presente proyecto se seleccionaron &reas correspondientes a arrecifes, playas, y
manglares. En particular, se trabajé en las aguas aledafias a los arrecifes del golfo de Cazones y del
archipiélago Jardines de la Reina. Asimismo, en playas y manglares de la region occidental
correspondiente a las peninsulas de Guanahacabibes e Hicacos; asi como en zona oriental del pais en la

provincia de Guantdnamo.
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Figura 1. Ubicacion de las regiones de trabajo.

La peninsula de Guanahacabibes, localizada en el extremo mas occidental de Cuba, posee alrededor de
80 % de su area con el reconocimiento internacional de Reserva de la Biosfera, declarada por la
UNESCO desde 1987. Esta conformada por dos peninsulas: la del Cabo de San Antonio, que se
extiende hacia el oeste hasta el punto més occidental del territorio nacional (Cabo de San Antonio); y la
de Corrientes, que se prolonga hacia el suroeste. La costa norte, cubierta por ciénagas y pantanos, se
orienta sobre una ancha plataforma submarina de poca profundidad y el ascenso de la costa sur se
caracteriza por acantilados, seborucos costeros y playas arenosas, donde la plataforma insular es
estrecha (Delgado y Ferro 2006; Cobian et al., 2013; Ruiz, 2017).

El area de estudio incluyé 12 estaciones de muestreo (Figura 1, Tabla 1), cinco correspondientes a
sitios de playas en la costa sur de la peninsula y siete estaciones en la costa norte, aledafias a los
manglares que bordean la ensenada de la Fe, donde predomina la especie Rhizophora mangle (mangle

rojo). En la parte sumergida abundan los pastos marinos, predominando las especies Thalassia


https://www.ecured.cu/Cabo_de_San_Antonio

testudinum y Syringodium filiforme. Los muestreos fueron realizados en los meses de abril y octubre de
2016.

Tabla 1. Localizacion geografica y siglas de los sitios de muestreos de la peninsula de Guanahacabibes.

Sitios Siglas | Latitud N | Longitud O
Norte de la peninsula de Guanahacabibes
Rio Verde R Ver. | 22.0707° | -84.2677°
Estero de Guadiana | Es. Gua. | 22.0870° | -84.2771°
Guadiana Gua. 22.0719° | -84.2806°
Muelle MII. 22.0356° | -84.2873°
Playa las Conchas Conc. 22.0243° | -84.2759°
Boca Boc. 22.0189° | -84.3134°

Ensenada centro E.Cent. | 22.0346° | -84.2861°
Sur de la peninsula de Guanahacabibes

Maria la Gorda M. G 21.8115° | -84.5016°
Uvero quemado U.Q. 21.8484° | -84.4725°
La Bajada Baj. 21.9295° | -84.5025°
La Barca Bar. 21.8349° -84.7665°
Las Tumbas Tum. 21.8987° | -84.9373°

La peninsula de Hicacos es una extension de tierra de unos 22 km de largo y 700 m de ancho promedio,
ubicada al norte de la provincia de Matanzas. Limita al norte con el estrecho de la Florida, al sur con la
bahia de Cardenas, al este con la ciudad de Cardenas y al oeste con el archipiélago Sabana - Camaguiey.
Al norte de la peninsula se encuentra la playa de Varadero, con mas de 20 km de extension que
constituye principal destino turistico de sol y playa de Cuba. Por su parte la costa sur es generalmente
cenagosa Yy parte de sus orillas esta cubierta por manglares (Menéndez et al., 2006).

Para la caracterizacion microbioldgica se seleccionaron 15 estaciones ubicadas en la costa norte y sur
de la peninsula de Hicacos (Figura 1, Tabla 2). Los muestreos fueron realizados durante los meses de
enero y septiembre de 2015, correspondientes a épocas contrastantes (poco lluviosa y lluviosa
respectivamente).

Las zonas de arrecifes coralinos seleccionadas estan contenidas en el Sistema Nacional de Areas
Protegidas de Cuba. El golfo de Cazones pertenece al Parque Nacional Ciénaga de Zapata (CECM
6291/08) y al Area Protegida de Recursos Manejados Peninsula de Zapata (CECM 6871/10). El
archipiélago Jardines de la Reina cuenta con la categoria Parque Nacional desde 2010 (Hernandez-
Fernandez et al., 2011) y esta considerado la mayor reserva marina del Caribe (Appeldoorn vy

Linderman, 2003) con una elevada diversidad bioldgica (Linton et al., 2002).



Tabla 2. Localizacion geogréafica y siglas de los sitios de muestreos de la peninsula de Hicacos.

Estaciones Siglas | Latitud N | Longitud O
Iberostar Los tainos N2 23.1994° | -81.1593°
Arenas doradas N3 23.1866° | -81.1850°
Plaza América N4 23.1751° -81.2104°
Club Barracuda N6 23.1552° -81.2511°
Calle 13 N8 23.0717° | -81.1701°
Playa Caleta N9 23.1328° | -81.3053°
Oasis N10 | 23.1319° | -81.3154°
E de la salida del canal de Paso Malo S2 23.1306° -81.2778°
Centro Isla del Sur S3 23.1374° | -81.2739°
Calle 36 Piedra del Chino S4 23.1413° | -81.2665°
Calle K frente a estacion meteoroldgica S6 23.1575° | -81.2302°
PTR Sol Palmera S7 23.1730° -81.1986°
Taino 1l S9 23.1888° | -81.1647°
Frente a Cy. Libertad y Cy. Buba S11 | 23.1849° | -81.1199°

Canal de Las Morlas, al W de Marina Gaviota | S12 23.1919° -81.1428°

El golfo de Cazones esté ubicado al E del golfo de Bataband, donde la plataforma cae abruptamente en
una entrante profunda y angosta que termina hacia el norte con una forma circular conocida como
ensenada de Cazones. Hacia el E del golfo se localiza una amplia zona de lagunas interiores de poca
profundidad y ricas en sedimentos de origen marino. Los arrecifes de coral de este golfo se clasifican
como arrecifes de franja o de borde de plataforma, presentandose con o sin crestas (Gonzalez-Ferrer,
2004). Las areas incluyeron cinco sitios cercanos a crestas arrecifales (profundidad = 1,5-2 m) y ocho a
los arrecifes frontales (profundidad = 10-14 m) (Figura 1, Tabla 3).



Tabla 3. Localizacion geogréafica y siglas de los sitios de muestreos en el golfo de Cazones. Orientado de
Norte a Sur.
Nombre de las estaciones Siglas Latitud N | Longitud O
Crestas arrecifales del golfo de Cazones
Sur de la ensenada de Cazones (Nirvana) S-EC 22.0994° | -81.5192°

Sureste de cayo Diego Pérez 2 SE-Cy.DP2 | 22.0366° | -81.5145°
Sureste de cayo Diego Pérez 1 (Faro) SE-Cy.DP1 | 22.0221° | -81.5157°
Cayo Sigua Cy.Si 21.8915° | -81.4174°
Vizcainos Vi 21.7854° | -81.1808°
Arrecifes frontales del golfo de Cazones
Este de la ensenada de Cazones E-EC 22.1572° | -81.4848°
Sur de la ensenada de Cazones S-EC 22.0891° | -81.5169°
Este de cayo Diego Pérez E-Cy.DP | 22.0862° | -81.5701°
Sureste de cayo Diego Pérez 2 SE-Cy.DP2 | 22.0365° | -81.5065°
Sureste de cayo Diego Pérez 1 SE-Cy.DP1 | 22.0214° | -81.5102°
Oeste de la ensenada de Cazones O-EC 22.1244° | -81.5713°
Cayo Blanco Cy.BI 21.8630° | -81.3241°
Cayo Los Pinos Cy. LP 22.1155° | -81.4837°

El archipiélago Jardines de la Reina se extiende desde el golfo de Guacanayabo hasta la bahia de
Casilda en la parte meridional de la Isla de Cuba. Su extension es de 360 km y esta formado por 661
cayos. En esta zona se encuentran arrecifes de barrera y de banco (Gonzalez-Ferrer, 2004). El area para
la caracterizacion microbioldgica de Jardines de la Reina incluyd seis crestas arrecifales (profundidad =
1-1,5 m) y cinco arrecifes frontales localizados en la zona ecoldgica de veril (profundidad = 10 m)
(Figura 1, Tabla 4).

Los muestreos en diferentes sitios de los arrecifes de coral del golfo de Cazones (GC) fueron realizados
en los meses de septiembre 2015 y abril 2017 y en el archipiélago Jardines de la Reina en octubre de
2015, abril y noviembre de 2017.



Tabla 4. Localizacion geografica y siglas de los sitios de muestreos en el archipiélago Jardines de la Reina.

Orientado de oeste a este

Nombre de las estaciones Siglas Latitud N | Longitud O

Crestas arrecifales del archipiélago Jardines de la Reina

Noreste de cayo Caballones (Pequefio Edén) NE-Cy.Ca | 20.8770° | -78.9711°

Sureste de cayo Bretdn SE-Cy.Br | 21.0878° | -79.4091°

Oeste 2 de cayo Grande 02-Cy.Gr | 20.9685° | -79.1991°

Este 2 de cayo Grande (Punta Bayameses este) | E2-Cy.Gr | 20.8996° | -79.0952°

Centro de cayo Caballones (Punta Escondida) C-Cy.Ca |20.8460° | -79.0194°

Cayo Anclitas Cy.An 20.7723° | -78.9024°
Arrecifes frontales del archipiélago Jardines de la Reina
Noreste de cayo Caballones NE-Cy.Ca | 20.8832° | -78.9706°
Punta Macao Pt. Ma 20.5288° | -78.3983"
Este de cayo Breton E-Cy.Br | 21.0673° | -79.0673°
Oeste 2 de cayo Grande 02-Cy.Gr | 20.9661° | -79.1989°
Este 2 de cayo Grande (Punta Bayameses este) | E2-Cy.Gr | 20.8982° | -79.0953°
Este de cayo Caballones E-Cy.Ca | 20.8402° | -79.0006°
Este de cayo Anclita E-Cy.An | 20.7712° | -78.8859°

La provincia de Guantanamo en la region mas oriental de Cuba, cuenta en su territorio con la Reserva
de la Biosfera Cuchillas del Toa (creado en 1987) y el Parque Nacional Alejandro de Humbolt (creado
en 1997 y la UNESCO le otorg0 la categoria de Sitio Patrimonio Natural Mundial de la Humanidad en
2001). Entre las estaciones se incluyeron sitios de playas del litoral norte de la provincia, como
Maguana, Maravi, Toa, Porto Santo y Bahia del Miel, ubicadas en aguas del océano Atlantico.
Ademas, se incorporaron dos playas de la costa sur, en aguas del Mar Caribe, correspondientes a las
playas Imias y Cajobabo (Ruiz, 2017).

Tabla 5. Localizacién geografica y siglas de los sitios de muestreos de playas en la provincia de

Guantanamao.
Estaciones Siglas | Latitud N | Longitud O
Playa Maguana Magn. | 20.4678° | -74.5860°
Playa Maravi Mrvi. | 20.4262° | -74.5514°
Playa Toa Toa 20.3836° | -74.5253°
Playa Porto Santo | P. Sto. | 20.3569° | -74.5058°
Bahia del Miel Miel 20.3392° | -74.4858°
Playa Imias Im. 20.0548° | -74.6168°

Playa Cajobabo Cjbb. 20.0675° | -74.6584°



2.1.1. Procesamiento de las muestras para el aislamiento

Para los analisis de microbiologia se colectaron muestras de agua de mar mediante buceo autbnomo
utilizando frascos de vidrio estériles de 250 mL de capacidad para las muestras de aguas. En el caso de
las areas de arrecifes coralinos las muestras de agua se colectaron aledafas a las crestas arrecifales o al
arrecife frontal segun correspondid.

El procesamiento de las muestras para los anélisis de microbiologia se realiz6 inmediatamente despues
de la colecta segun la metodologia descrita por Harrigan y McCance (1968) y Miravet et al. (2009). A
partir de la muestra se realizaron diluciones decimales seriadas en agua de mar estéril y las diluciones
seleccionadas se inocularon en superficie a razon de 100 pL por placa Petri con medio ZoBell 2216E
agarizado (Oppenheimer y ZoBell, 1952), indicado para bacterias marinas. Las placas fueron incubadas
a temperatura ambiente hasta 72 h para determinar la concentracién de bacterias heterétrofas y el
criterio de seleccidn de los aislados de acuerdo a la frecuencia de aparicion (Miravet et al., 2009).

2.1.2. Determinacién de la concentracion de bacterias heterotrofas marinas y su aislamiento

La concentracion de bacterias heterotrofas se determind por el recuento total de colonias mediante un
contador de colonias durante tres dias consecutivos a partir de las 24 h y los resultados fueron
expresados en UFC-mL™ de muestra.

Para el aislamiento de los cultivos puros de bacterias heterdtrofas se tomo como criterio de seleccion la
frecuencia de aparicion de las colonias de acuerdo a sus caracteristicas culturales. Las colonias
seleccionadas fueron aisladas por agotamiento en placas con medio ZoBell 2216E (Oppenheimer y
ZoBell, 1952) y luego de 24 h se describieron sus caracteristicas culturales con el empleo de un
microscopio estereoscopico. La determinacion de las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales se
realiz6 mediante la tincion de Gram y su observacién al microscopio optico (ocular 16X, objetivo
100x). En el caso de las bacterias Gram positivas, ademas se realiz6 la tincién con verde malaquita
(Harrigan y McCance, 1968) para la observacion de la presencia o ausencia de espora.

Los cultivos axénicos fueron conservados en tubos con planos inclinados conteniendo el mismo medio
de cultivo de aislamiento, segun la metodologia establecida por Benson (2001).

2.1.3. Conservacion de los aislamientos

Los cultivos axénicos de bacterias heterotrofas fueron depositados y registrados en la Coleccion de
Bacterias Marinas del ICIMAR a partir de la creacién de los bancos maestros y de trabajo de acuerdo a
sus caracteristicas macro y microscopicas con el empleo de un microscopio estereoscépico y del

microscopio optico respectivamente.



Los cultivos fueron conservados para cada banco con seis réplicas en el medio ZoBell 2216E
(Oppenheimer y ZoBell, 1952) por el método tradicional de subcultivos regulares bajo aceite mineral
estéril y almacenados en refrigeracion (5-10 °C) (Malik, 1991).

2.2. Caracterizacion de capacidades metabolicas de los aislados

Para la caracterizacion de las bacterias heterdtrofas aisladas se tomaron en consideracion la evaluacién
de la asimilacion de diferentes carbohidratos como fuente de carbono y energia, produccion de enzimas
hidroliticas; asi como diferentes interacciones con fuentes de nitrogeno y fosforo. Ademas, se
incluyeron potencialidades biotecnoldgicas como actividad antimicrobiana, hemolitica, produccién de
tensioactivos, la degradacion de petroleo y compuestos fendlicos.

2.2.1. Asimilacion de fuentes de carbono

La asimilacion de carbohidratos como fuentes de carbono se determiné mediante el crecimiento de los
aislados en medio para la asimilacién de carbono (Atlas, 2010), suplementado con glucosa, manosa,
sacarosa, lactosa y almidon al 1%. Los cultivos fueron inoculados a razén de 20 pL de suspension
bacteriana al 0,5 de la escala Mc Farland e incubado a 30+2 °C durante siete dias, evaluandose
diariamente. Se considerd como positivo el crecimiento bacteriano.

2.2.2. Produccion de enzimas hidroliticas

La evaluacion de la hidrolisis de la caseina se realiz6 a partir de cultivos jovenes (18-24 h), en el medio
agar leche doble fuerza. Las placas fueron incubadas a 30 + 2 °C durante 24 h. Las zonas claras
alrededor del crecimiento indican actividad caseinasa y para confirmar la precipitacion de las proteinas
las placas fueron inundadas con una solucion de acido tricloroacético al 1% (Cowan-Steel's, 1995). Se
empled como control positivo de la actividad a Bacillus subtilis ATCC 6633 y como control negativo el
medio estéril sin inocular.

La actividad gelatinasa se evaluo a partir de cultivos en medio de gelatina nutritiva (Harrigan y Mc
Cance, 1968), que se obtiene al adicionar a caldo nutriente el 15% de gelatina. Los tubos de medio
fueron inoculados por puncion e incubados a 30 + 2 °C, al cabo de las 24 h fueron sumergidos en agua
helada por 5 min. Se consider6 como positivo los tubos en los que la gelatina se mantuvo fluida luego
del enfriamiento. Como control negativo se empled el medio de cultivo estéril y como positivo el
inoculado con Bacillus subtilis ATCC 6633.

La produccion de amilasas se evalu6 a partir de cultivos en medio agar nutriente suplementado con
almidon al 1% (Harrigan y Mc Cance, 1968). Las placas fueron inoculadas e incubadas a 30+2 °C y a
las 24 h se evalud la actividad inundando las placas con solucion de lugol. La presencia de un halo
incoloro alrededor del crecimiento indic6 la produccion exocelular de la enzima. Como control

negativo se empleo el medio de cultivo sin inocular.
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La actividad lipolitica fue determinada indirectamente por la hidrdlisis del Tween 80 en el medio agar
Tween (Harrigan y Mc Cance, 1968). Las placas fueron inoculadas y se incubaron a 3042 °C, alas 24 h
se evalud la actividad como positiva por la aparicion de zonas opacas alrededor del crecimiento
bacteriano. Como control negativo se empleo el medio de cultivo estéril.

La determinacion semicuantitativa de la actividad caseinasa, amilasa y lipasa, se calculd por la
diferencia entre el diametro del halo (actividad enzimatica) y el didmetro de la colonia segun la
metodologia propuesta por Dias et al. (2009).

2.2.3. Interaccidén con fuentes de nitrégeno

La reduccion de nitrato se detectd mediante el método descrito por Harrigan y McCance (1968),
inoculando el medio de agua de peptona al 0,2% de KNO;3; con la presencia de una campana de
Durham. La incubacion fue por 24 h a 30+2 °C. La presencia de iones nitrito se detectd debido al
cambio de coloracién luego de la adicion de los reactivos | y Il de Griess-llosovay, mientras que la de
iones nitrato por la adicion de polvo de zinc.

En el caso de la fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico fue evaluado de forma cualitativa a partir
del crecimiento de los microorganismos en medio Burk’s libre de nitrogeno (Wilson y Knight, 1952) en
tubos de ensayo inoculados por puncién e incubados a 30+2 °C por 24 h. Posteriormente fueron
realizados dos pases sucesivos en iguales condiciones cultivo. El crecimiento microbiano durante los
tres pases consecutivos fue considerado como positivo a esta actividad.

La actividad amonificante se determiné en medio agua de peptona y NaCl (Atlas, 2010) y los tubos
fueron incubados a 28+2 °C durante 21 dias. La aparicién de un precipitado de color carmelita por
reaccién con el reactivo de Nessler confirmo la presencia de amonio.

2.2.4. Solubilizacién de fosfato inorganico

La capacidad de solubilizacion de fosfato fue detectada mediante el crecimiento de los aislados en el
medio NBRIP (Nautiyal, 1999), inoculado con 20 pL de suspension bacteriana al 0,5 de la escala Mc
Farland e incubado a 30+2 °C. Se consideré como positivo la aparicion de un halo de solubilizacion
alrededor del crecimiento microbiano (zona transparente) y el cambio de color a amarillo por la
produccidn de acidos, la incubacion se mantuvo durante siete dias, evaluandose diariamente.

2.2.5. Actividad antimicrobiana

La produccion de sustancias antimicrobianas por bacterias marinas se realizdé con el empleo de tres
cepas de referencia que incluian a: Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, donadas por el Instituto de Higiene, Epidemiologia y

Microbiologia y el Instituto Finlay de Sueros y Vacunas, y depositadas en la Coleccion de ICIMAR.
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Los ensayos de susceptibilidad antibidtica fueron realizados por el método de difusion en placas Petri
con agar Mueller-Hinton, empleando discos de papel de filtro (Whatman # 3) de 6 mm de didmetro
impregnados con 100 pL de las muestras a evaluar.

Las muestras se prepararon a partir de extractos exocelulares 10 veces concentrados de cultivos
fermentados libres de células, obtenidos en caldo nutriente e incubados durante 72 h en zaranda orbital
rotatoria a 125 r-min™. Luego del tiempo de incubacion se centrifugaron alicuotas de 2 mL de los
caldos a 12x4 g durante 5 min en una centrifuga MiniSpin para eppendorf.

Las placas de Agar Mueller-Hinton fueron inoculadas de forma homogénea con suspensiones celulares
correspondientes a 0,5 en la escala de Mc Farland de las cepas indicadoras empleando un aplicador.
Los discos de papel de filtro impregnados con las muestras a evaluar fueron dispuestos de manera
equidistante y con tres repeticiones.

Las placas fueron colocadas en refrigeracion a 4 °C durante dos horas para facilitar la difusion y
posteriormente incubadas a 37+2 °C durante 24 h. Los resultados fueron evaluados a partir de la
formacion de un halo de inhibicidn del crecimiento de las cepas patdgenas por parte de los extractos a
evaluar con respecto discos de papel impregnados con el medio de cultivo estéril.

2.2.6. Actividad hemolitica

Esta actividad se determind mediante la inoculacién de cultivos de 18-24 h en placas con el medio agar
sangre e incubadas a 30+2 °C durante 24 h. Las zonas claras en torno al crecimiento microbiano
indican la actividad hemolitica (Cowan-Steel's, 1995) y se consider6 como control positivo de la
actividad a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y como control negativo el medio sin inocular.

2.2.7. Produccidn de tensioactivos

La produccion de tensioactivos se evalu6 en cultivos fermentados libres de células obtenidos de un
medio compuesto por sales inorganicas y como Unica fuente de carbono y energia la sacarosa
(Villaverde et al., 1997). Las muestras se incubaron en Erlenmeyers con 50 mL de medio de cultivo
durante 24 h en zaranda orbital rotatoria a 125 r-min™. Posteriormente fueron centrifugadas a 7000xg y
4 °C durante 30 min., en una centrifuga Beckman J2-H5. Las determinaciones de tensién superficial del
sobrenadante se realizaron por el método de anillo de Du Nouy (Plaza et. al, 2006) en un tensiometro
Kriss K 10 T. Como control negativo se empled el medio de cultivo. Los cultivos con valores de
tension superficial <35 mN-m™ fueron considerados como productores de tensioactivos.

2.2.8. Crecimiento en compuestos xenobidticos

La evaluacién del crecimiento microbiano en compuestos xenobidticos se realizd en medio Vela y
Ralston (1978) agarizado y utilizando indistintamente como fuente de carbono petroleo Mesa 30 (10
g-mL™), fenol y pentaclorofenol (1 g-mL™). Las placas se inocularon sobre la superficie y se incubaron
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a temperatura ambiente durante siete dias. Pasado el tiempo de incubacion se evalué como positivas a
las cepas que habian sido capaces de crecer en el medio segln la metodologia de Joseph (1996).

2.3. Seleccion de microorganismos resistentes a compuestos fendlicos

A partir de los cultivos de bacterias heterétrofas seleccionados por su versatilidad metabolica para la
multiplicacion celular en las diferentes fuentes de carbono evaluadas y actividad enzimatica se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) para fenol y pentaclorofenol. Se consideré la
CMI como la concentracion més baja del compuesto a probar donde no se present6 crecimiento (Brozel
y Cloete, 1991).

Para cada uno de los cultivos aislados se prepararon tres series de tubos de ensayo de 5 mL de
capacidad con 3 mL de caldo nutriente suplementado con el sustrato a evaluar a las concentraciones
descritas en la Tabla 6. Estas concentraciones de inicio fueron seleccionadas de acuerdo a la
complejidad estructural de los compuestos a evaluar y a los niveles informados de descargas en el
ambiente.

Tabla 6. Rango de concentraciones evaluadas para cada sustrato en el estudio de la CMI.

sustrato Concentracion (g L™)
fenol 2,0-10,0
pentaclorofenol 0,5-2,5

Cada serie de tubos se inocul6 a 0,2 unidades de DO a partir de cultivos de 24 horas en caldo nutriente
(absorbancia de 0,2 a 650 nm corresponde aproximadamente a 10°-10" UFC mL™). Los cultivos se
incubaron a temperatura ambiente, en condiciones estaticas durante una semana. La CMI de cada
compuesto se determind a las 24, 48 horas y a los 7 dias; mediante la evaluacion de la viabilidad de las
células por el método de conteo en placa para asegurar la ausencia de actividad bactericida a las
concentraciones usadas (Ahmad et al., 1991).

2.4. Degradacion de compuestos xenobio6ticos a escala de zaranda

A partir de los cultivos que presentaron los mayores valores de CMI para fenol y pentaclorofenol; asi
como por su crecimiento en petr6leo como Unica fuente de carbono se realizaron estudios de
crecimiento a escala de zaranda para cada uno de los sustratos evaluados.

Todos los experimentos desarrollados a escala de zaranda fueron realizados a partir de cultivos de 24 h
en tubos de plano inclinado con agar nutriente. Los cultivos se inocularon a concentracién inicial de
10° cel-mL™ en Erlenmeyers de 250 mL de capacidad que contenian 50mL de medio Vela y Ralston
(1978), suplementado con 1,00 g L™ de extracto de levadura. Se utilizaron como fuente de carbono
indistintamente hidrocarburos (n-hexadecano, ciclohexano, naftaleno y fenantreno), fenol y
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pentaclorofenol a 10,00 g L™, 1,00 g L™ y 0,25 g L™ respectivamente. Los cultivos fueron incubados en
zaranda orbital a 125 r-min™ y 30 °C, durante el tiempo que se especifique para cada experiencia.
Durante la fermentacion se tomaron muestras cada 5 0 24 h segun la experiencia para la evaluacion del
crecimiento microbiano con respecto al control (medio de cultivo estéril) mediante el conteo total de
células en camara de Neubauer (Madigan et al, 2005).

Ademas, se determinaron los pardmetros cinéticos velocidad especifica de crecimiento (4) y
productividad méxima de biomasa (Pr).

La velocidad especifica de crecimiento se determino en la fase exponencial del crecimiento, mediante
el modelo de crecimiento no restringido y la productividad se calculé segin la expresion siguiente
(Lbpez y Godia, 1998):

donde:
AX: Variacioén de la concentracion de biomasa durante el incremento.
t: Tiempo de duracién del incremento.

2.4.1. Determinacién de compuestos xenobioticos

Las determinaciones de concentracion de sustrato se realizaron al final de la experiencia con respecto al

medio de cultivo estéril.

Para la cuantificacion de fenol se realizé una curva de la calibracion preparada con los estandares de 5,

10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 ppm, los cuales se filtraron a través de acrodiscos de nylon de

0,22 um de tamafio de poro y 13 mm de diametro.

Para la validacion del método se emplearon tres series de estandares de fenol y se procedid a

determinar el coeficiente de correlacién r para conocer si los puntos experimentales se ajustaban a la

linea recta definida.

Tanto a los patrones como a las muestras se les registrd el espectro UV-Visible cualitativo a A desde

200 a 800 nm, en un Espectrofotometro UV-Visible Shimadzu UV-160A. Se utilizaron cubetas de 1cm

(cuarzo). Los espectros de los estandares se obtuvieron con referencia al agua destilada y el de las

muestras con respecto al medio de cultivo.

La determinacion de hidrocarburos y los productos intermediarios de la degradacion después de la

interaccion con el cultivo, se realizo a partir de la recuperacion de la fase organica obtenida mediante

tres extracciones sucesivas (1:1) v/v con tetracloruro de carbono (CCl,) y deshidratadas con Na,SO4

anhidro.

El analisis cualitativo de la fase organica resultante fue llevado a cabo mediante espectroscopia

infrarroja en un equipo FTIR Modelo Mattson 1000 de la firma UNICAM. El estudio fue realizado en
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la zona de 400-4000 cm™'. Las muestras fueron disueltas en CCly, eliminandose posteriormente el
solvente en lampara IR, y fueron estudiadas como pelicula entre ventanas de KBr.

2.5. Ubicacion taxonomica de bacterias

Para la caracterizacion taxondémica fueron considerados los cultivos aislados de sitios de importancia
ecologica, de escasa representatividad en la coleccion y de mejores capacidades metabolicas y
potencialidades biotecnoldgicas. En particular, fueron realizadas las pruebas convencionales sugeridas
por Harrigan y McCance (1968) y Colwell y Grigorova (1987); asi como las consideradas en el Manual
de Bergey’s (Kreig y Holt, 1984; Sneath, et al., 1986) que incluyen la caracterizacion morfoldgica,
cultural, fisiolégica y bioquimica de acuerdo a los grupos morfofisiologicos de las bacterias
seleccionadas.

Para el caso de los cocos Gram positivos se procedié segun la metodologia planteada por Benson
(2001), la cual se basa en lo descrito en el Manual Bergey’s de Bacteriologia. Entre las evaluaciones se
considerd la forma de agrupacion de las células, la actividad oxidativa o fermentativa frente a la
glucosa por el método de Hugh y Leifson (Harrigan y McCance, 1968) y para la evaluacion de la
reduccion del nitrato se emple6 el método No. 1 de Cowan y Steel’s (1995); otras pruebas consideradas
fueron la presencia de catalasa y oxidasa, motilidad, comportamiento en el medio SIM (produccién de
SH,, indol y motilidad), fermentacion de los azlcares L-arabinosa, fructosa, D-galactosa, manosa,
sacarosa, lactosa y trehalosa, crecimiento en agar anaerobio, las actividades a-amilasa, gelatinasa y
lipasa (Benson, 2001; Harley, 2002).

Para las formas bacilares Gram positivas y esporulados, se tuvo en cuenta la forma y posicién de la
espora en la célula; asi como algunas pruebas especificas recomendadas por Priest (1989, 1993) con el
fin de poder diferenciar entre las posibles especies. Las pruebas incluyeron la presencia de catalasa y
oxidasa, Voges Proskauer, formacién de &cido y de gas a partir de glucosa, hidrolisis del almidén, de la
caseina y de la gelatina, utilizacion del citrato como fuente de carbono, hidrolisis de la lecitina,
formacion de indol y motilidad, rojo metilo, fermentacion de los azucares L-arabinosa, fructosa, D-
galactosa, manosa, sacarosa, lactosa y trehalosa, crecimiento en NaCl al 2%, 5% y 10%, hidrélisis del
Tween 80 y la urea.

Para la identificacién de los bacilos Gram positivos no esporulados, como primer criterio se evalud el
ciclo de vida a partir de las caracteristicas culturales en diferentes medios (sélidos y liquidos) en el
tiempo. Ademas fueron consideradas las pruebas que incluyen los requerimientos de oxigeno, presencia
de catalasa, motilidad, utilizacion del citrato como fuente de carbono, hidrolisis de la lecitina,

formacion de indol, rojo metilo, Voges Proskauer, reduccion de nitrato, fermentacién de los azucares
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L-arabinosa, fructosa, D-galactosa, manosa, sacarosa, lactosa y trehalosa, crecimiento en NaCl al 2%,
5% y 10%, hidrolisis del almiddn, de la caseina, de la gelatina, Tween 80 y la urea.

Para la identificacion bioquimica de los bacilos Gram negativos aspordgenos se empled el sistema API
20NE, con la utilizacion del software de identificacion bacteriana APILAB Plus; que permite
interpretar los perfiles bioquimicos obtenidos en las galerias de identificacion (APILAB Plus, 2001).
2.6. Actividad total

El calculo de la actividad total de las cepas seleccionadas (ATC) fue realizado de acuerdo a los
resultados de todas las pruebas bioquimicas evaluadas y las bioactividades, por medio de la expresion

propuesta por Kolbe-Boelke et al. (1988):

N° de pruebas positivas

ATC(%) = 100

Total de pruebas seleccionadas .

donde:
ATC: Actividad total de las cepas referidas al porcentaje de pruebas que dieron positivas con respecto
al total de pruebas ensayadas seleccionadas.

2.7. Actualizacion de la base de datos de la coleccion

La Base de Datos de la Coleccion de Microorganismos Marinos contempla los registros de los cultivos
en coleccion y asegura disponer de toda la informacion referente a la fecha del aislamiento, fuente de
procedencia, ubicacion geogréfica de donde fue aislado; asi como las caracteristicas de los cultivos
segun lo establecido por la Federacion Mundial de Colecciones Microbianas (1999) y los Lineamientos
para las Colecciones Cubanas de Cultivos Microbianos (lglesias et al, 2005).

Para esta etapa se actualizo la informacion de los cultivos de bacterias incorporados a partir del
desarrollo diversos proyectos de investigacion y servicios cientificos técnicos de la institucion.

La base de datos fue reprogramada en la version SQL SERVER 2007; a partir de la necesidad de
trabajar en soportes mas interactivos y facilitar el acceso a la informacion; asi como la incorporacion de
nuevas bioactividades evaluadas.

La informacion de todos los cultivos incorporados a la coleccion durante la etapa aparece registrada en
un formato de 13 tablas, de las cuales las fundamentales aparecen a continuacion:

1. cepasTh: Informacidn relacionada con las caracteristicas principales de cada cepa. Los campos que la componen son
los siguientes:

NUmero de cepa Caracteristicas morfoldgicas
NUmero viejo Gram (+ 0 -)

Area Geografica Estado de la cepa (Viva o0 Muerta)
Coleccidn (Marina, Macroorganismos o Xenobi6ticas)  Caracteristicas celulares

Fecha del aislamiento Medio de cultivo de aislamiento
Persona que realizo el aislamiento Designacion taxonémica

Fuente de aislamiento

2. actividadesTh: En esta tabla se almacenan las diferentes bioactividades o capacidades metabodlicas de las bacterias en
coleccion y constituyen los campos de la tabla.
Aspergillus niger Protedlisis (Gelatina)
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Aeromonas salmonicida

Bacillus subtilis

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Escherihia coli

Edwarsiella tarda

Pseudomonas aeruginosa

Yersinia rukerii

Aeromonas hydrophila

Neisseria meningitidis serogrupo A
Neisseria meningitidis serogrupo B
Neisseria meningitidis serogrupo C
Streptococcus pneumoniae serotipo 6B
Streptococcus pneumoniae serotipo 19F
Streptococcus pneumoniae serotipo 14
Corynebacterium diphtheriae
Salmonella typhi

Staphylococcus epidermis
Enterococcus faecalis

Intercalante de ADN

Hemodlisis

Protedlisis (Caseina)

Hidrolisis del almidén

Lipolisis

Fijacion de nitrédgeno

Reduccion de nitrato

Oxidacién de amonio

Solubilizacién de fosfato

Asimilacion de glucosa

Asimilacion de lactosa

Asimilacién de sacarosa

Asimilacién de almidén

Asimilacién de celulosa

Petrdleo

Fenol

Pentacloro

4clorofenol

Mezcla de fenoles

Valor de la Tension Superficial Sacarosa (TSS)
Valor de la Tension Superficial Hexadecano (TSH)
Valor de la Tension Interfacial Sacarosa (TIS)
Valor de la Tension Interfacial Hexadecano (TIH)
Concentracion Micelar Critica (CMC)

Balance Lipido — Hidrofilo (BLH)

. crecimientosTh: En esta tabla se almacenan las capacidades de crecimiento en los medios de las bioactividades de las
bacterias en coleccion y constituyen los campos de la tabla.

Hemo6lisis

Protedlisis (Caseina)
Protedlisis (Gelatina)
Hidrolisis del almidon
Lipolisis

Fijacion de nitrogeno
Reduccion de nitrato
Oxidacion de amonio
Solubilizacion de fosfato
Asimilacién de glucosa
Asimilacién de lactosa
Asimilacién de sacarosa
Asimilacién de almidén

Asimilacidn de la celulosa

Petrdleo

Fenol

Pentacloro

4clorofenol

Mezcla de fenoles

Valor de la Tension Superficial Sacarosa (TSS)
Valor de la Tensién Superficial Hexadecano (TSH)
Valor de la Tensién Interfacial Sacarosa (TIS)
Valor de la Tensién Interfacial Hexadecano (TIH)
Concentracion Micelar Critica (CMC)

Balance Lipido — Hidréfilo (BLH)

. CCulturalesTh: Valores que describen las caracteristicas culturales de la cepa en sus medios de conservacién, donde se

incluyen los campos siguientes:
Tamafio

Cromogénisis

Olor

Forma

Opacidad

Elevacion

Superficie

Borde

Consistencia

Facilidad para emulsionarse en agua

. administradoresTh: En esta tabla se almacenan los principales datos de los administradores de la coleccion con los

siguientes campos:
Nombre

Apellidos

Email

2.8. Tratamiento estadistico de los resultados

Usuario
Contrasefia

Todas las determinaciones se realizaron con tres repeticiones.
Los datos de concentracion de bacterias heterdtrofas fueron normalizados mediante una transformacion
logaritmica. La normalidad de los datos transformados se verific6 mediante la prueba de bondad de

ajuste de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza a través de la prueba de Bartlett. Toda
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vez comprobada las premisas necesarias se realizo el andlisis de varianza de clasificacion simple. Para
el analisis de comparacion de medias se utilizo la prueba de rango multiples de Duncan (Lerch, 1977).
En los estudios de produccion de tensioactivos y CMI se realiz6 un analisis de estadistica descriptiva
(histogramas). Los rangos de clases para la seleccion de cepas productoras de tensioactivos se
determinaron segun Planes (1988). Para la evaluacion de la resistencia a compuestos fendlicos los
rangos de clase fueron establecidos a partir de las concentraciones de sustrato utilizadas.

Todos los resultados fueron procesados con el paquete estadistico Statistica 4.0 y IBM SPSS 21.

El analisis de similitud de los aislados seleccionados por sus capacidades metabdlicas se realizd por
métodos aglomerativos jerarquicos mediante el coeficiente de similitud de Brays-Curtis empleando el
programa estadistico PRIMER 6.1.6. Los agrupamientos que mostraron un nivel de similitud superior a

60% se consideraron “biotipos”.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Distribucién, aislamiento y caracterizacion de bacterias heterotrofas en ecosistemas marinos

Las bacterias heterétrofas, componente mayoritario del total de microorganismos, tienen la
caracteristica de utilizar sustratos organicos para crecer y multiplicarse, por lo que la abundancia de
estas bacterias constituye un indice de la cantidad de materia organica presente, y esta relacion
establece un nexo entre la cantidad de materia organica disuelta facilmente degradable (l&bil), capaz de
ser oxidada por la actividad bacteriana (Ducklow, 2000).

La caracterizacion microbioldgica de las aguas aledafias de los ecosistemas costeros en el Area
Protegida de Recursos Manejados Peninsula de Guanahacabibes no mostro diferencias significativas en
las concentraciones de BHT en las areas de playa del sur de la peninsula para los dos periodos
evaluados. En las estaciones de manglar de la costa norte se detectaron valores de concentracion de
bacterias heterétrofas totales (BTH) significativamente superiores para la época lluviosa, con excepcion
de la estacion de rio Verde, que en ambos periodos presentaron los valores maximos de concentracion
de BHT similares estadisticamente (Figura 2).
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Figura 2. Concentracion de bacterias heterétrofas totales (BHT) en las estaciones del norte (N, areas de
manglar) y sur (S, areas de playa) de la peninsula de Guanahacabibes para épocas lluviosa y

poco lluviosa.

Los resultados de las areas evaluadas cercanas a los manglares de la costa norte deben estar
relacionados con el aporte de nutrientes y materia organica de ese ecosistema, que durante la época
lluviosa se incrementa por el escurrimiento terrigeno. Por su parte los resultados de la costa sur deben

estar relacionados con una menor concentracién de materia organica y nutrientes, caracteristicas de los
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ecosistemas arenosos e influenciados por un mayor intercambio con las aguas oceanicas oligotréficas
en el area (Victoria y Penié, 1998)

Los resultados de BHT en la zona costera de la peninsula de Hicacos (Figura 3) indican aguas
fundamentalmente clasificadas como mesoeutréficas (6,5-10°-2,7-10* UFC-mL™) y eutréficas (2,7-10*
>1,2-10° UFC-mL™) segtin el indice propuesto por Miravet et al. (2009), que evidencian niveles de alto
contenido de materia organica. No obstante, se muestra un comportamiento diferente entre en la costa

norte y la sur (Figura 3).
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Figura 3. Concentracidn de bacterias heterdtrofas totales (BHT) en las estaciones del norte (N) y sur (S)
de la peninsula de Hicacos para épocas poco lluviosa (enero de 2015) y lluviosa (septiembre de
2015).

En general para la costa sur se detectaron valores significativamente superiores con respecto a las
estaciones de la costa norte, independiente de la época de muestreo (Figura 3). En particular, para la
costa sur se han detectado valores de demanda quimica de oxigeno (DQO) que representan hasta dos
veces los de la costa norte de la peninsula (Carmenate et al., 2016).

Este comportamiento debe estar relacionado con el contenido de materia organica y nutrientes
caracteristicas de la costa sur de la peninsula de Hicacos, que es generalmente cenagosa y cubierta por
manglares. Ademas, el litoral sur de la peninsula recibe el aporte de contaminacion organica procedente
de las actividades de origen maritimo-portuario y turistico que se desarrollan en la bahia Cardenas. En
particular, existen antecedentes que el indice de calidad de agua en el acuatorio, de acuerdo a la
evaluacion de nutrientes, corresponde a la categoria de marginal, relacionada con el deterioro frecuente

de las condiciones ambientales (Montalvo et al., 2014).
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Conc.BHT(UFC-mL™1)
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En el golfo de Cazones las concentraciones de bacterias heterdtrofas totales (BHT) para las aguas
aledafias a las crestas y arrecifes frontales alcanzaron 6rdenes entre 10° -10* UFC-mL™ en ambos afios
de muestreo (Figura 4). En general, para este indicador se registraron valores superiores en los arrecifes

frontales con respecto a las crestas arrecifales, aunque no resultaron significativamente diferentes.
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Figura 4. Concentracion de bacterias heterétrofas totales (BHT) en los sitios ubicados en las crestas
arrecifales (A) y en los arrecifes frontales (B) en el golfo de Cazones para los meses de
septiembre de 2015 y abril de 2017.

Para la época de lluvia (septiembre de 2015) y poco lluviosa (abril de 2017) se registrd similar
comportamiento para los valores extremos de concentracién de BHT en las aguas proximas a las
crestas y los arrecifes frontales del golfo de Cazones. En particular, en las areas de las crestas
arrecifales la minima y maxima concentracion de este grupo de microorganismos se registro en el sitio
Vizcainos (Vi) y al sur de la ensenada de Cazones (Nirvana) (S-EC) respectivamente (Figura 4A). En
las aguas de los arrecifes frontales las concentraciones mas bajas se encontraron en C.LP (Cayo Los
pinos) y en SE-Cy.DP2 (Sureste de cayo Diego Pérez 2) (Figura 4B). Por su parte las concentraciones
mas altas detectadas en los arrecifes frontales corresponde al sitio E-Cy.DP (Este de cayo Diego Pérez)
(Figura 4B).

Para el area del golfo de Cazones se han referido altas concentraciones de bacterias heterétrofas, en el
orden entre 10°-10* UFC-mL™" (Lugioyo et al., 2007), similares a las encontradas en este estudio.
Asimismo, estas concentraciones resultaron superiores a los informados para los arrecifes del
archipiélago de los Canarreos (Miravet, 2003) y similares para los del archipiélago Sabana-Camagiey
(Miravet et al., 1994).

Las concentraciones de bacterias heterotrofas totales (BHT) para las aguas aledafias a las crestas y

arrecifes frontales en el archipiélago Jardines de la Reina variaron significativamente entre los afios de
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muestreo. En particular, los muestreos realizados en septiembre de 2015 y abril de 2017 presentaron
valores de concentracion significativamente superiores (10% -10° UFC-mL™) en crestas y arrecifes
frontales con respecto a noviembre de 2017, donde la mayoria de los sitios evaluados alcanzaron
6rdenes solo de hasta 10> UFC-mL™ (Figura 5). Este comportamiento pudiera estar relacionado con las
menores temperaturas informadas en la época de la expedicion y que fue realizada luego del paso del

huracén Irma, en septiembre de 2017, lo cual pudo ocasionar disturbios en la columna de agua.
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Figura 5. Concentracion de bacterias heterotrofas totales (BHT) en los sitios ubicados en las crestas
arrecifales (A) y en los arrecifes frontales (B) en el archipiélago Jardines de la Reina para los
muestreos realizados en 2015 y 2017.

Las concentraciones de BHT en las aguas de ambos biotopos del archipiélago Jardines de la Reina
coinciden con los valores informados en areas adyacentes a los golfos de Ana Maria y Guacanayabo
(Lugioyo y Alfonso 2016); asi como a las encontradas en las aguas de los arrecifes del archipiélago de
los Canarreos y el archipiélago Sabana-Camaguey (Miravet et al., 1994; Miravet, 2003).

Las elevadas concentraciones de BHT encontradas en aguas aledafias a las crestas arrecifales como en
los arrecifes frontales del golfo de Cazones y del archipiélago Jardines de la Reina debe estar
relacionada con la disponibilidad de materia organica en el medio que estimula la duplicacion y el
desarrollo de estos microorganismos. En particular, Loza et al. (2017) refieren de niveles de materia
organica (DQO), en la columna de agua de ambas areas, que superan los valores informados para los
arrecifes del golfo de Bataban6 (Miravet et al. 2000). Los estudios realizados por Loza et al. (2017)
indican que el origen de nutrientes y materia organica, en estos arrecifes alejados de los disturbios

antropicos de la isla principal, procede de aportes aloctonos de las aguas enriquecidas provenientes de
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las plataformas aledafias (golfos de Bataband, Ana Maria y Guacanayabo) (Lugioyo y Alfonso 2016) y
de manera autdctona a partir del metabolismo autotréfico y por la muerte de los organismos de estos
ecosistemas, que se caracterizan por una amplia biodiversidad (Alcolado et al., 1999).

El analisis de concentracion de bacterias heterotrofas totales en aguas de las playas de la provincia de
Guantanamo para el muestreo realizado en época poca lluviosa del afio 2015 mostré diferencias
significativas entre las estaciones (Figura 6). En particular, las estaciones del norte de la provincia,
ubicadas en el area marina protegida (playa Maguana, playa Maravi y playa Toa), presentaron los

valores minimos de concentracién de BHT (10° UFC-mL™).
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Figura 6. Concentracion de bacterias heterotrofas totales (BHT) en las estaciones del norte (N) y sur (S)
de la provincia de Guantanamo en febrero de 2015.

Para el resto de las estaciones se evidencia una mayor influencia del posible aporte de materia organica
de origen terrigeno, asi como la proveniente de los asentamientos costeros y el desarrollo hotelero en la
region costera, como es el caso de la playa Puerto Santo (P. Sto).

En general, las concentraciones de bacterias en aguas de los diferentes ecosistemas alcanzaron valores
entre 10%-10° UFC-mL™. En particular, las aguas de las areas de manglar presentaron los mayores
valores de concentracion, mientras en los arrecifes coralinos para ambos biotopos se detectaron las
menores concentraciones.

Las concentraciones de bacterias heterdtrofas encontradas en las zonas de estudio son inferiores a la
referida por Giovannoni y Rappé (2000) y Gléckner et al. (2012). La abundancia microbiana en aguas
de diferentes ecosistemas marinos se ha estimado en el orden de 10° y el porcentaje de
microorganismos cultivables es alrededor de 0,25% (10°). Teniendo en cuenta estos resultados es

necesario valorar aspectos tales como el método de aislamiento, medio de cultivo, la temperatura y el
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tiempo de incubacion, entre muchos otros factores, que podrian garantizar la deteccion de una mayor
concentracion de microorganismos.

A partir de los muestreos realizados durante la ejecucién del proyecto fueron aislados 342 cultivos de
bacterias heterétrofas atendiendo a sus caracteristicas culturales, determinadas por la variedad de
formas, textura, tamafio y color. La distribucién del namero de aislamientos varidé de acuerdo a las
caracteristicas de los ecosistemas marinos evaluados, asi como la frecuencia de muestreo. Los
aislamientos correspondientes a las aguas aledafias a arrecifes coralinos del sur de Cuba ascendieron a
147 cultivos; de ellos 92 son procedentes del archipiélago Jardines de la Reina y 55 del golfo de
Cazones. Asimismo, en las areas de la peninsula de Guanahacabibes se aislaron 87 cultivos procedentes
de areas de playa y manglar. Por su parte en la peninsula de Hicacos se obtuvieron 61 aislados,
mientras 47 corresponden a &reas marinas de la provincia de Guantanamo.

La caracterizacion macroscopica de los aislados demostré que existe una gran variedad cultural de los
aislamientos en las zonas en estudio, lo cual pudiera estar relacionado con la biodiversidad en estos
ecosistemas. En general la descripcion cultural de los cultivos aislados mostré que predominaron
colonias puntiformes, redondas, irregulares y expansivas, de colores crema blanquecino, amarillo o
naranja, de opacidad traslucida y otras opacas; de elevacion convexa generalmente, superficie lisa
brillosa 0 mate, con bordes enteros y ondulados; asi como de consistencia fundamentalmente viscosa y
mantecosa.

En la Figura 7 se muestra la distribucion morfofisioldgica de las bacterias heterotrofas aisladas de

muestras de agua de mar de los ecosistemas evaluados.
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Figura 7. Distribucion morfofisiolégica de las bacterias heterétrofas aisladas de agua de mar de
diferentes ecosistemas marinos.
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Los resultados demostraron un mayor porcentaje de bacterias Gram positivas (85%) en el total de
aislamientos. Esta distribucion constituyd una generalidad para todas las areas de estudio, con
excepcion de los arrecifes de Jardines de la Reina. En particular, para este ecosistema en el muestreos
correspondiente a noviembre de 2017, donde se detectaron las menores concentracion de bacterias
heterétrofas (10 UFC-mL™), los aislamientos de bacterias Gram positivas representaron solo el 21,4%
(9/42). Asimismo, la diversidad de aislamientos para ese muestreo, de acuerdo a las caracteristicas
culturales y celulares de los cultivos, fue superior a otros muestreos, donde se detectaron mayores
concentraciones de bacterias heterotrofas.

En la literatura especializada es contradictoria la informacion acerca de la proporcion de bacterias
Gram positivas y Gram negativas en el mar. Mientras algunos autores plantean una mayor abundancia
de bacterias Gram negativas en ecosistemas marinos, debido a que su pared celular estd mejor adaptada
a sobrevivir en este medio (Zobell y Upame; 1944; Moriarty y Hayward, 1982; Lakshmipriya y
Sivakumar, 2012); otros refieren que las Gram positivas se encuentran en mayor porcentaje respecto al
total de la microbiota marina, en particular los bacilos esporulados por su capacidad de adaptarse a
diferentes ambientes (Fenical y Jensen, 1996; Garay, 2003).

No obstante, es importante destacar que parte de las investigaciones sobre microbiologia marina estan
dirigidas a detectar grupos fisioldgicos por métodos independientes de cultivos, a diferencia de este
estudio. La mayor proporcion de bacterias Gram positivas aisladas pudiera estar relacionada con la
posibilidad que tienen de ser mas facilmente cultivables ya que poseen mas resistencia a los cambios
ambientales. Esta capacidad debe estar determinada por la composicion de la pared celular de los Gram
positivos, y especificamente por la estructura entrecruzada del peptidoglicano que le confiere
resistencia mecanica, fortaleza, moldea la forma celular y brinda una barrera para mantener la presion
osmética interna. Por otra parte, se debe tener en cuenta que, dentro de las bacterias Gram positivas se
encuentran en un elevado porcentaje el grupo de las formadoras de esporas (Ej. Género Bacillus), que
es una estructura de supervivencia en ambientes estresados.

Estos resultados coinciden con lo descrito por Miravet (2003) en aislamientos de bacterias heterétrofas
en los arrecifes del golfo de Bataband, SW Cuba, refiere una mayor frecuencia bacterias Gram
positivas. Asimismo, en las aguas oceanicas adyacentes a Cuba entre 1988 y 1991 se encontr6 que el
69% de los aislados de bacterias fueron Gram positivas y de ellos el 48% pertenecian a especies del
género Bacillus (Lugioyo, 2003).

A partir de los aislamientos del presente proyecto se crearon el banco maestro y el banco de trabajo de
cada uno de los cultivos axénicos; con el objetivo de conservar el genoma de los mismos; asi como

caracterizar y evaluar sus potencialidades y capacidades metabolicas.
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Todos los cultivos de nueva incorporacion se encuentran conservados con seis réplicas de tubos con
medio agarizado cubiertos con aceite mineral estéril para su conservacion durante al menos cinco afios.
La evaluacion periddica de su pureza, viabilidad y estabilidad de sus capacidades metabolicas ha
demostro la validez de este método de conservacidn durante la ejecucion del proyecto.

Ademas, como parte del proyecto se trabajo en la caracterizacion de 50 cultivos aislados de aguas
procedentes de manglares de la Ciénaga de Zapata (28) y de los arrecifes del archipiélago Jardines de la
Reina (22), los cuales pertenecen a la Coleccion de Bacterias Marinas del ICIMAR. EI total de
aislamientos para su caracterizacion durante la ejecucion del proyecto ascendié 392 cultivos.

3.2. Evaluacion de capacidades metabolicas de los aislados

Las bacterias marinas por su naturaleza poseen procesos metabdlicos adaptados a bajas temperaturas y
realizan sus actividades a elevadas concentraciones de sales, elevadas presiones hidrostaticas, pH
alcalinos e incluso condiciones anoxicas. Estas caracteristicas no solo permiten la deteccién de
condiciones ambientales desfavorables, sino también constituyen la base de la capacidad de
autodepuracion de los ecosistemas. En particular, cumplen funciones unicas en los ciclos
biogeoquimicos en el océano, asociadas a procesos metabdlicos adaptados condiciones moderadamente
extremas (Glockner et al. 2012, Madigan et al. 2012).

Ademas, en estas condiciones moderadamente extremas pueden producir una serie de metabolitos de
novedosas estructuras moleculares con interesantes propiedades farmacoldgicas (Kobayashi, 2008; Kita
et al., 2010; Ramlath et al., 2018). Entre ellas se incluyen las enzimas: amilasas, glucanasas,
pectinasas, agarasas, quitinasas, alginasas, lipasas, DNasas, esterasas y proteasas; asi como sustancias
con actividad antimicrobiana, antitumoral, antiinflamatoria; entre otras de interés (Annie y Shanta,
2010; Leon et al., 2010; Albadry et al., 2014; Bensoussan et al., 2014). También se ha referido la
evaluacion de estos compuestos en ensayos clinicos farmacolédgicos y otros como agentes de control
bioldgico en la acuicultura (Choi et al., 2012; Kazutoshiand y Misawa, 2014).

3.2.1. Asimilacion de fuentes de carbono

Los resultados de la asimilacion de diferentes carbohidratos como fuentes de carbono demostraron que
el porcentaje de cepas degradadoras vario en funcion de la complejidad y accesibilidad del compuesto,
independiente de las caracteristicas de los ecosistemas marinos de aislamiento (Figura 8). Debe
destacarse que el 93,1% (365/392) de los cultivos fueron capaces de utilizar al menos uno de los
carbohidratos evaluados para el crecimiento celular, ya que estos compuestos constituyen fuentes de
carbono y energia preferencial para el metabolismo microbiano (Shon y Vigneswaran, 2006).

En general, un alto porcentaje de los aislamientos fueron capaces de emplear indistintamente

monosacaridos, disacaridos y polisacaridos como Unica fuente de carbono y energia, representando el
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91,1% (357/392), el 78,3 (307/392) y el 72,2 (283/392) respectivamente. En particular, la glucosa
presentd el mayor porcentaje de cepas degradadoras (91,1%), mientras solo el 53,8% (211/392)
asimilan la lactosa. Estos resultados estan relacionados con la presencia de enzimas constitutivas para
la asimilacion de glucosa en la mayoria de las bacterias heterotrofas, a diferencia de otros
carbohidratos, que requieren la presencia del sustrato para la induccion de las enzimas involucradas en

su catabolismo.
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Figura 8. Distribucién del porcentaje de bacterias heterétrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas marinos en la asimilacion de diferentes fuentes de carbono.

El contenido de carbohidratos en la materia organica del agua residual es de aproximadamente el 40%
(Cunha y Almeida, 2009) caracterizado por la presencia de glucosa, manosa, Xxilosa (Shon y
Vigneswaran, 2006), lactosa, sacarosa y almidon (Salgado et al, 2012). Los resultados evidencian la
capacidad de respuesta a partir de la actividad microbiana en los ecosistemas marinos ante posibles
disturbios antrépicos.

Por otra parte, se demostro que un alto porcentaje de los aislados fueron capaces de utilizar el petréleo
para los procesos de multiplicaciéon celular (60,7%, 238/392) o al menos uno de los compuestos
fendlicos ensayados (56,9%, 223/392). Debe destacarse que 150 de las cepas evaluadas presentaron la
capacidad de utilizar indistintamente hidrocarburos y fenoles como Unica fuente de carbono y energia.
En la degradacion de estas sustancias participan diversas enzimas oxidadoras inespecificas que
pudieran participar en mecanismos comunes de la degradacion (Cabranes et al., 2006; Seeger y Pieper;
2010; Fuentes et al., 2014).

La base fundamental de la eliminacion de compuestos organicos persistentes en sitios contaminados es

la capacidad de degradacion de materia organica que poseen los microorganismos (Morgante et al.,
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2010). Las bacterias y los hongos tienen la capacidad de utilizar estos compuestos como fuentes de
carbono y energia, transformando las moléculas en sustratos mediante procesos intracelulares que
generan energia o forman los precursores para la sintesis de constituyentes celulares (Madigan et al.,
2012). En esta capacidad radica la funcion que pueden desempefiar en la autodepuracion del ecosistema
marino, asi como en su potencialidad en tratamientos de biorremediacion de derrames accidentales y de
pasivos ambientales de compuestos persistentes (Bermudez et al., 2014; Fuentes et al., 2014; Vinothini
etal., 2015).

La presencia de bacterias degradadoras de compuestos tdxicos en el medio marino puede estar
determinada por la existencia de esas sustancias como resultado de la actividad antrépica. Las
condiciones ambientales adversas fuerzan a los microorganismos a crear mecanismos de adaptacion,
entre los cuales se incluyen la activacion de complejos enziméaticos que permiten el empleo de dichos
compuestos como fuente de carbono y energia. Bajo estas condiciones el medio ejerce una presion
selectiva mediante la cual se desarrollan capacidades metabolicas para la degradacion y/o
biotransformacion de compuestos xenobioticos (NUfiez, 2003).

En particular, los mecanismos de sintesis de enzimas constitutivas capaces de hidrolizar compuestos
poliméricos representan rutas claves en la degradacién de sustratos hidréfobos como lipidos e
hidrocarburos (Lee et al., 2015). También previo a la oxidacion de hidrocarburos del petroleo por
accion microbiana, se producen agentes con actividad superficial que propician el proceso de
emulsificacion de estos sustratos hidrofobos. Estos compuestos facilitan la formacién de
microemulsiones de hidrocarburos en el medio acuoso y la difusion de las gotitas de aceite hacia el
interior celular (Jacobucci et al., 2001; Baboshin y Golovleva, 2012).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la identificacion de cultivos con propiedades tensiométricas;
produccion de enzimas hidroliticas y crecimiento en petréleo, constituyen criterios de seleccion de
cultivos para la evaluacion de procesos de degradacién microbiana de hidrocarburos.

3.2.2. Produccidn de tensioactivos

La evaluacion de la produccion de tensioactivos microbianos estuvo dirigida a la busqueda de
sustancias que disminuyan la tension superficial y en particular los de tipo emulgente, que se
caracterizan por disminuir las fuerzas de repulsion entre sustancias con poca afinidad estructural y
desplazar la superficie de mezclas inmiscibles en la direccion de una de las fases, favoreciendo de esta
forma su dispersion.

En la Figura 9 se muestra el histograma de los valores de tension superficial de los extractos crudos
obtenidos de los cultivos crecidos en el medio de fermentacion, utilizando sacarosa como Unica fuente

de carbono y energia.
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Figura 9. Distribucion de los extractos evaluados segun los rangos de clase para los valores de tensién
superficial en sacarosa luego de 24 h de cultivo en zaranda orbital a 125 r-min™ y 30+1 °C.

El analisis de estadistica descriptiva demostrd que el 11,7% de los cultivos (46/392) producen
compuestos con actividad superficial exocelular que disminuyen los valores de tensién superficial hasta
30 mN-m™ con respecto al control (50,3 mN-m™). Asimismo, se demostré que 101 cultivos se ubican
en el rango de clase de hasta 35 mN-m™; mientras 245 no se consideran como activos al presentar
valores por encima de 40 mN-m™ (Figura 9).

El andlisis a partir de las areas muestreadas evidencio que el 45% (52/116) de los aislados de aguas
adyacentes a los manglares presentaron actividad superficial, mientras para arrecifes y playa
correspondio al 31% (53/169) y 39% (42/107) respectivamente.

La sintesis exocelular de estos compuestos permite conocer su actividad superficial por un método
directo, rdpido y sencillo como la determinacion de tension superficial e interfacial. Estas
determinaciones permiten caracterizar los agentes con actividad superficial en detergentes,
humentantes, emulgentes, entre otros, de acuerdo al balance hidrofilo lipéfilo (BHL) de las moléculas
de tensioactivos. Los resultados demostraron que el 63,9% de los cultivos (94/147) que produjeron una
disminucién significativa la tension superficial (TS< 35 mN-m™) son capaces de utilizar los
hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono y energia.

Existe una gran variedad de microorganismos que producen agentes con actividad superficial al crecer
sobre sustratos de diferente naturaleza. En particular, en el medio marino se han descrito diversas
especies bacterianas que presentan esta capacidad como Alcanivorax borkumensis, Azotobacter

chroococcum, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Nocardiopsis sp. Paracoccus marcusii,
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Pseudoalteromonas agarivorans (Ortiz, 2004; Thavasi et al., 2009; Khopade et al. 2012; Ortiz et al,
2014; Antoniou et al., 2015; Karlapudi et al., 2018).

El interés por la bdsqueda y obtencion de tensioactivos de origen bioldgico se ha incrementado
notablemente por las maltiples aplicaciones que éstos presentan en la industria como detergentes,
emulgentes, humectantes, inhibidores de corrosion, entre otras (Banat et al., 2010; Jiménez et al., 2010,
Nguyen y Sabatini, 2011). En particular, la utilizacién de estos tensioactivos bioldgicos y enzimas
especificas como las hidrolasas, lipasas, puede ser de gran interés para favorecer tratamientos
bioldgicos en la remocion y biodegradacion de contaminantes (Rigo, 2004; Jiménez et al., 2010;
Becerra y Horna, 2016; Karlapudi et al., 2018).

A pesar de que el mecanismo fisiolégico de la produccion microbiana de tensioactivos a partir de
sustratos hidrosolubles no ha sido totalmente esclarecido, se conoce una gran variedad de
microorganismos productores en presencia de estas fuentes y ha sido utilizada frecuentemente por la
simplicidad del proceso fermentativo y su facil comercializacion (Nguyen y Sabatini, 2011; Sekhon
Randhawa y Rahman, 2014). En particular, los cultivos mixtos que producen compuestos tensioactivos
en sustratos hidrosolubles ha sido utilizada satisfactoriamente en técnicas de bioaumentacion para el
tratamiento de ecosistemas impactados por petroleo y sus derivados (Bermudez et al, 2014).

3.2.3. Actividad hemolitica

La deteccion de la actividad hemolitica constituye un método de seleccion de microorganismos
potencialmente productores de tensioactivos, ya que estos compuestos tienen la propiedad de lisar los
glébulos rojos (Mulligan et al., 1984; Becerra y Horna, 2016). Este método permite una rapida
deteccidn de microorganismos productores de sustancias con actividad superficial (24 h), al compararse
con tamizajes basados en vias fermentativas a partir de sustratos hidr6fobos, que necesitarian largos
periodos de incubacion.

La determinacion de la actividad hemolitica para los cultivos evaluados demostré que solamente 19
cultivos (4,8%) producian lisis de los glébulos rojos. Para esta actividad se detectd que
fundamentalmente pertenecian al grupo de las bacterias Gram positivas (89,5%, 17/19) y entre estas
predominaron los bacilos esporulados.

Teniendo en cuenta el alto porcentaje de cultivos detectados con capacidad de producir tensioactivos y
de utilizar el petrleo como fuente de carbono y energia, el criterio de seleccion a partir de la actividad
hemolitica no fue satisfactorio. Este método no se considera definitivo, debido a que algunas enzimas
liticas provocan halos de hidrolisis. Por tanto, es recomendable para la deteccion preliminar y emplear

otras técnicas basadas en mediciones de la actividad superficial (Becerra y Horna, 2016).
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No obstante, se destaca que el 68,4% (13/19) con actividad hemolitica son capaces crecer en presencia
de petroleo, correspondiente a los cultivos CBM-786, CBM-792, CBM-796, CBM-868, CBM-925,
CBM-975, CBM-1020, CBM-1029, CBM-1034, CBM-1036, CBM-1104, CBM-1256 y CBM-1311, de
los cuales ocho producen compuestos con actividad superficial en sustratos hidrosolubles para un
42,1% (8/19).

La capacidad hemolitica esté relacionada con la ruptura de los eritrocitos y consecuente liberacion de
las moléculas de hemoglobina. Este proceso puede ocurrir por la accion de exotoxinas que se separan
con facilidad de la pared celular, de composicion proteica, con actividad enzimatica y toxica para la
célula hospedera. La existencia de cultivos microbianos en coleccion con actividad hemolitica ofrece la
posibilidad de nuevas hemolisinas de uso en la terapéutica, similar a otras citolisinas provenientes de
organismos marinos (Kobayashi, 2008; Frazéo et al., 2012; Albadry et al., 2014; Bensoussan et al.,
2014).

En general, la evaluacion de la degradacién de fuentes de carbono de diversa naturaleza demostro que
maés del 90,1% de los cultivos que presentaron esta capacidad se incluyen en el grupo de las bacterias
Gram positivas. No obstante, se ha informado una gran variedad de géneros de bacterias Gram
positivas y Gram negativas capaces de degradar sustancias toxicas o dificiles de degradar como los
polisacaridos, entre los que se incluyen Acidovorax, Bacillus, Burkholderia, Comamonas, Cupriavidus,
Corynebacterium, Pseudomonas, Sphingomonas y Rhodococcus (Banat et al., 2014; Saavedra et al.,
2010; Nguyen y Sabatini, 2011; Vinothini et al., 2015).

Teniendo en cuenta la importancia que reviste la conservacién de los ecosistemas marinos, asi como la
eventual influencia de aportes de origen terrigenos, resulta de interés la deteccién de microorganismos
capaces de asimilar y transformar compuestos que se encuentran con frecuencia en los efluentes
vertidos a los ecosistemas.

3.2.4. Produccion de enzimas hidroliticas

Los resultados de la capacidad de producir diferentes enzimas hidroliticas a partir de los cultivos
aislados demostraron un menor porcentaje (69,6%, 273/392) que en la asimilacién de diferentes
carbohidratos (93,1%). La diversidad de microorganismos que producen exoenzimas en ambientes
marinos facilita el proceso de la mineralizacion completa de compuestos organicos en el medio (Raghul
etal., 2014).

En general, las bacterias heterotrofas evaluadas presentaron actividad proteolitica, amilolitica y
lipolitica, independientemente de la procedencia de las aguas de aislamiento, correspondiendo el mayor

namero de cultivos positivos a las aguas aledafas a los arrecifes coralinos y manglares (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion del porcentaje de bacterias heterétrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas marinos en la excresion de diferentes enzimas hidroliticas.

El porcentaje de cultivos capaces de producir enzimas hidroliticas sugiere la presencia de un elevado
contenido de materia organica en los ecosistemas marinos. En particular, para las areas de arrecifes se
detect6 una distribucion homogénea para cada actividad enzimética, que evidencia la diversidad
metabolica de estos cultivos. Estos resultados deben estar relacionados con la riqueza de nutrientes en
los arrecifes coralinos procedentes del metabolismo autotrofico y por la muerte de los organismos de
estos ecosistemas con gran biodiversidad (Hoppe et al., 1988; Alcolado et al., 1999). Ademas, en el
caso de los arrecifes del golfo de Cazones y Jardines de la Reina se describe la influencia de las aguas
enriquecidas de las plataformas aledafias de los golfos de Bataband, Ana Maria y Guacanayabo
(Lugioyo y Alfonso 2016; Loza et al., 2017).

Por su parte, los manglares presentan caracteristicas particulares de contenido de compuestos organicos
por el aporte autéctono de la macrovegetacion y desechos de los organismos bentonicos. Asi por
ejemplo se ha informado elevados contenidos de nutrientes y materia organica en areas de manglares
de Cuba y especificamente en las zonas de manglar sumergido del norte de Guanahacabibes y la
Ciénaga de Zapata (Gonzalez y Aguilar, 2004; Enriquez et al., 2013).

Tambien para las playas aparece descrito la actividad enzimatica como mecanismo de filtracion
establecido en el ecosistema a partir de la carga de materia organica de diversa naturaleza que acumula,
fundamentalmente de origen antropico (Perlinski y Mudryk, 2016; Astel et al., 2018).

Resulta interesante que de los 65 cultivos que presentan la capacidad de hidrolizar entre tres o cuatro de

los sustratos evaluados, el mayor porcentaje corresponde a los aislamientos de aguas adyacentes a los
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arrecifes coralinos (52,3%, 34/65); mientras para las aguas de manglares y playas representan el 33,8%
(22/65) y 13,8% (9/65) respectivamente.

A partir de la determinacion semicuantitativa de la produccion de las enzimas caseinasa, amilasa y
lipasa se establecid la clasificacion de los cultivos positivos segin Ong et al., (2011). En particular, se
demostrd que 98 cultivos presentaron alta actividad enzimatica para al menos una de las enzimas
hidroliticas evaluadas, con la formacion de halos de hidrolisis >8mm. Debe destacarse que el 45,9%
(45/98) y el 35,7 % (35/98) de estos cultivos proceden de las areas de arrecifes coralinos y manglares
respectivamente.

Asimismo, se detectd que predomind una alta (>8 mm) y moderada (>2; <8 mm) actividad caseinasa en
las aguas de todos los ecosistemas evaluados. Por su parte la actividad amilasa y lipasa presentaron los
mayores porcentajes en rangos correspondientes a moderada actividad (>2; <8 mm) (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucién del porcentaje de acuerdo a la clasificacion semicuantitativa de la produccion
enzimatica de los aislamientos de agua de mar de diferentes ecosistemas marinos.

Frecuencia de cultivos (%)

Ecosistema Actividad | Baja: <2 mm | Moderada: >2;<8 mm | Alta:>8 mm
Caseinasa 11,3 35,5 53,2
Aurrecifes coralinos | Lipasa 14,3 65,1 20,6
Amilasa 32,8 52,5 14,8
Caseinasa 3,4 42,4 54,2
Manglares Lipasa 27,3 63,6 91
Amilasa 27,3 60,6 12,1
Caseinasa 12,5 47,5 40,0
Playas Lipasa 16,0 76,0 8,0
Amilasa 33,3 52,4 14,3

Resultados similares refieren Zobell y Upham (1944), quienes identificaron a las bacterias marinas
como un grupo de microorganismos con alta actividad proteolitica. Para bacterias marinas de aguas
costeras tropicales se ha demostrado la produccion de enzimas extracelulares como amilasas y
proteasas (Lee et al., 2009). Asimismo, se ha referido la actividad enzimatica en muestras de agua de
manglares y playas para enzimas hidroliticas extracelulares como proteasas, lipasas, amilasas,
fosfatasas, galactosidasas, entre otras, a través de técnicas dependientes e independientes de cultivos
(Mudryk y Podgdrska 2006; Gupta et al., 2007; Smriga et al., 2010; Astel et al., 2018).

Estos resultados evidencian la capacidad de degradacion microbiana de compuestos organicos

complejos y dificiles de eliminar en el ecosistema. Ademas, pueden representar un eslabon importante
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en la cadena tréfica por su participacion en la oxidacién de compuestos organicos y liberacion de los
elementos minerales, de manera que constituyen ejes centrales en los ciclos biogeoquimicos de los
ecosistemas marinos (Arnosti, 2011; Raghul et al., 2014).

El proceso de mineralizacion microbiana de la materia organica requiere inicialmente de enzimas
exocelulares para la hidrolisis a compuestos capaces de difundir a través de las membranas celulares
(Arnosti, 2011). La produccion constitutiva de estas enzimas es considerada como adaptacion a la
materia orgénica disponible en los ecosistemas y la medida de la actividad enzimatica como indicador
de los procesos de transformacion de la materia organica (Mudryk y Podgorska 2006; Perlinski y
Mudryk, 2016; Astel et al., 2018). Asi por ejemplo la evaluacion de la actividad lipolitica ha sido
referida como indicador de la degradacion de fuentes lipidicas que aportan carbono y energia para los
procesos metabdlicos de los microorganismos (Hernandez-Zulueta et al., 2011; Daouad;ji et al., 2014;
Lee et al., 2015).

Estas potencialidades constituyen la base del funcionamiento de los ciclos de nutrientes y la capacidad
de resiliencia de los ecosistemas marinos (Das et al., 2006; Zamora et al., 2012). En particular, revisten
especial interés, considerando que mas del 95% de la materia organica disuelta y particulada
acumulada en las cuencas hidrogréaficas incluyen diversas estructuras poliméricas como proteinas,
polisacaridos, lipidos, pectina, celulosa, quitina, acidos nucleicos o lignina (Pamer et al., 2011; Raghul
y Bhat, 2011).

A partir de aislamientos de ambientes marinos se ha informado variedad de géneros bacterianos
productores de enzimas hidroliticas, entre los que se incluyen Bacillus, Brevibacterium, Kurthia,
Staphylococcus y Vibrio (Smriga et al., 2010; Raghul y Bhat, 2011; Raghul et al., 2014; Ramlath et al.,
2018). La identificacion de estos cultivos representa un potencial de aplicacion industrial y
biotecnoldgica. Ademaés, las bacterias aisladas de ambientes marinos resultan de especial interés de
acuerdo a las condiciones extremas del medio en que se desarrollan como alta salinidad y baja
disponibilidad de oxigeno; de manera que estas enzimas pudieran constituir nuevos productos de
aplicacion en la industria (Dias et al., 2009; Bharathi et al., 2016; Ramlath et al., 2018).

Las bacterias productoras de proteasas han adquirido especial relevancia, ya que pueden ser utilizadas
en diferentes procesos productivos como son la industria de los detergentes, alimentos, clarificacion de
cerveza y demas bebidas, ablandamiento de carnes rojas, en la industria del cuero y la industria
farmacéutica y analitica (Sanchez et al., 2004). Por otra parte la produccion de amilasas resulta de
interés para la produccion de siropes con alto contenido de glucosa, produccion de alimentos, cervezay

detergentes, asi como las industrias textil y papelera (Khan et al., 2011).
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Para el caso de las lipasas de origen microbiano se han desarrollado investigaciones dirigidas a su
utilizacion en tratamientos bioldgicos de ambientes con alto tenor de lipidos u otros compuestos
hidr6fobos (Rigo, 2004).

En general, en este estudio se obtuvo un elevado porcentaje de cepas con actividad enzimatica, que
constituyen un recurso potencial de aplicacion en diferentes industrias, pues los procesos de obtencion
de estas enzimas por via microbiana resultan sencillos y su rendimiento puede ser incrementado
considerablemente actuando sobre los factores del medio de cultivo o modificando el genoma de los
microorganismos.

3.2.5. Interaccion con fuentes de nitrégeno vy fosforo

La diversidad de respuestas en cuanto a la interaccion con los compuestos nitrogenados evaluados
demostrd que el 65,8% (258/392) de los aislados presentaron capacidades metabolicas con al menos
uno de los elementos del ciclo del nitrogeno. Estos resultados estan relacionados con lo informado en la
literatura sobre la funcionalidad de las comunidades microbianas en los ecosistemas marinos para el
reciclaje de nutrientes y en particular de su interaccion en el ciclo del nitrogeno (Herbert, 1999; Garay,
2003; Hulth et al., 2005; Acufia-Gonzalez et al., 2006)

Las poblaciones de bacterias relacionadas con el ciclo del nitrégeno son las responsables de las
transformaciones de este elemento, participando en procesos oxidativos (nitrificacion), reductores
(desnitrificacion, amonificacion, asimilacion y fijacion de nitrégeno) y combinacion de ambos, a partir
de vias metabdlicas asimilativas y desamilativas de nitrégeno (Hayatsu et al., 2008, Baggs y Philippot,
2011, Ward et al., 2011, Sparacino-Watkins et al., 2014).

La respuesta individual de los aislados en relacién con el nimero de pruebas positivas no fue
homogénea, a pesar de que algunos aislados mostraron incluso la potencialidad de fijar nitrogeno,
reduccion de nitrato y amonificacion. Los resultados demostraron que solo el 3,6% (14/392) de los
aislados manifesto las tres caracteristicas.

La caracterizacion de los aislados demostré que en las aguas de las dreas manglar se detectd un mayor
porcentaje de cultivos con capacidades metabolicas relacionadas con el ciclo del nitrogeno (Figura 11).
Los manglares son ecosistemas altamente productivos pero generalmente pobres en nitrogeno y
fosforo. Esta aparente paradoja puede explicarse a través de un reciclaje efectivo de los nutrientes por
la accion de los microorganismos, considerados como la base del funcionamiento, salud y desarrollo de

los ecosistemas de manglar (Holguin ef al., 2011).
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Figura 11. Distribucién del porcentaje de bacterias heterétrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas marinos con relacion a su interaccion con fuentes de nitrogeno.

En el proceso de desnitrificacion en los ecosistemas marinos participan una amplia diversidad de
géneros bacterianos como Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flabobacterium, Micrococcus,
Proteus y Pseudomonas (Garay, 2003). Este tipo de procesos resulta fundamental para ambientes que
reciben grandes aportes de nitrogeno por fuentes antropogénicas, ya que remueve el exceso de
nitrégeno y ayuda al control de la tasa de eutrofizacion en areas marinas contaminadas (Garay, 2003).
Sin embargo, la reduccion de nitrato hasta nitrégeno molecular es un proceso limitado para un grupo
escaso de bacterias en la naturaleza, de manera que la reduccidn parcial origina la formacién de NO y
N,O, gases de efecto invernadero liberados a la atmosfera, agravado por el incremento de fuentes de
nitrato de origen antropico (Stein, 2011; Sutton et al., 2011; Correa, 2016).

La diversidad de microorganismos fijadores de nitrogeno o diazotréficos evidencia su presencia tanto
en ambientes terrestres como marinos, distribuidos en la mayoria de las divisiones filogenéticas
(Masepohl y Klipp, 1996). Los grupos bacterianos caracteristicos como fijadores de nitrogeno
comprenden los géneros Acetobacter, Azospirillum, Beijerinckia (Madigan et al., 2012). También
existen referencias de especies del género Bacillus que presentan esta actividad en diferentes ambientes
como Bacillus polimixa (Madigan et al., 2012) y Bacillus brevis (Mirabal et al., 2000).

Los estudios de taxonomia polifasica de las bacterias fijadoras de nitrogeno aisladas de fuentes marinos
han evidenciado su diversidad filogenética donde se incluyen miembros de los géneros Azotobacter,
Desulfuromonas, Sphingomonas, Geobacter, Pseudomonas y Bradyrhizobium (Zhang et al., 2008).

Asimismo, se ha demostrado una mayor actividad de fijacion de nitrogeno en aquellos ambientes donde
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existe acumulacién de materia orgénica biodegradable como marismas y manglares, determinado por la
estrecha relacion entre el proceso de fijacion de nitrogeno por accion de bacterias y la presencia de
materia organica como fuente de energia (Potts, 1984; Holguin et al., 2011).

En relacién con el proceso de amonificacion en el medio marino se ha descrito la liberacion de amonio
procedente de la materia organica nitrogenada. En particular, se describe por simple reaccion de
desaminacion o por complejos de pasos metabdlicos que involucran enzimas hidroliticas para la
conversion de polimeros en subunidades monoméricas. Este proceso juega un papel central en el
reciclaje de nitrogeno, fundamentalmente en los sedimentos de ambientes marinos costeros, mediante
el cual se garantiza una mayor biodisponibilidad del nitrégeno en estos ecosistemas (Herbert, 1999;
Garay, 2003; Hulth et al., 2005; Acufia-Gonzaélez et al., 2006).

A nivel mundial, se ha previsto que la demanda global de fertilizantes crecera en un 1,5-2% por afio
hasta el 2020, con tasas de crecimiento anual promedio de 1,3% para N, 2,1% para P y 2,4% para K

(www.faostat.3.fao.org., Heffer y Prud’homme, 2015). Esta perspectiva realza la importancia del

reciclaje de nutrientes en los ecosistemas marinos, si tenemos en cuenta que un alto contenido de
formas reactivas de nitrégeno llegan a los mares y océanos mediante su transporte por las aguas
subterraneas y superficiales de los rios y arroyos (Boyer et al., 2006). Esta situacion origina un
incremento en la intensidad, extension y duracién de las floraciones de algas por procesos de
eutrofizacién, que provoca degradaciones de habitats, alteraciones de la cadena trofica y pérdida de
biodiversidad (Sutton et al., 2011).

En general, la actividad microbiana de nitrificacion/desnitrificacidn son los principales procesos para la
formacion y remocidn de las especies reactivas de nitrogeno, que debe proporcionar un balance a nivel
global. Sin embargo, el incremento de fuentes de nitrato de origen antrpico y su aporte a los
ecosistemas es considerado un problema ambiental, donde la caracterizacion de estos cultivos resulta
de interés por su potencial para la remocion sustancias nitrogenadas (Travers, 2007, Sanchez y
Sanabria, 2009).

Para la actividad solubilizadora de fosfato solo el 5,1% (20/392) presentaron esta capacidad, lo cual
debe estar relacionado con la fuente de aislamiento correspondiente a este estudio (agua de mar). No
obstante, los resultados demostraron que 39,1% (135/392) fueron capaces de crecer en las condiciones
de cultivo, lo cual evidencian la capacidad de utilizar esta fuente de fésforo no soluble.

La abundancia de cationes en aguas marinas provoca la precipitacion del fosforo hacia los sedimentos
en forma de Oxidos e hidroxidos metalicos no biodisponibles (Broecker y Peng, 1982). La participacion
de enzimas solubilizadoras de fosfato secretadas por bacterias favorece la asimilacién de estos

nutrientes por otros organismos, ya que participan en la disolucién y mineralizacién de compuestos
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organicos de fosfato en el medio marino (Paul y Sinha, 2013, Mujahid et al., 2014). Segin Holguin et
al. (2011) existen pocos estudios sobre este grupo bacteriano en ambientes marinos, aunque se han
encontrado tanto en la columna de agua (Seshadri y Ignacmuthu, 2002) como en los sedimentos
(Ayyakkannu y Chandramohan, 1971; Kannapiran y Ramkumar, 2011).

La baja frecuencia de microorganismos aislados con una actividad especifica pudiera estar relacionado
con aspectos restrictivos en ambientes particulares, donde determinadas especies de microorgasnismos
requieren de otros organismos para su proteccidon, provision del sustrato; asi como las propiedades
fisicas y quimicas particulares del ambiente y los métodos de aislamiento empleados (Salgado et al.,
2012).

Asi por ejemplo, los estudios realizados por Enriquez et al. (2013) en las areas de la Ciénaga de Zapata
y de Loza et al. (2017) en los arrecifes del archipié¢lago Jardines de la Reina y golfo de Cazones
demostraron que los valores de concentracion de iones fosfato y fosforo total en agua no excedian de
0,2 pmol-L' y 0,79 pmol-L" respectivamente. Estas concentraciones evidencian condiciones
oligotroficas de nutrientes de acuerdo al indice de estado trofico propuesto por Martinez et al. (2004)
para iones fosfato y fosforo total en aguas de la zona marino costera de Cuba. Estas condiciones
podrian explicar la baja frecuencia de deteccion de microorganismos solubilizadores de fosfatos.

No obstante, resulta interesante que 85% (17/20) de los aislados con actividad solubilizadora de fosfato
presentaron capacidades metabdlicas relacionadas con el ciclo del nitrégeno, de ellas el 47% (8/17)
realizan fijacion de nitrogeno, en correspondencia con lo referido por otros autores (Richardson et al.,
2002; Ardila, 2006).

Entre los géneros informados como solubilizadores de fosfatos aislados de ambientes marinos se
incluyen Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, Alcaligen, Vibrio, Flavobacterium (Seshadri y
Ignacmuthu, 2002).

3.2.6. Ensayo de susceptibilidad antibiotica

Los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana para los extractos obtenidos de las
bacterias aisladas de agua de mar demostraron que 23 cultivos (5,9%) producen metabolitos capaces de
inhibir el crecimiento de al menos una de las cepas de referencia evaluada (Figura 12).

La actividad antimicrobiana se detectd solo frente bacterias Gram positivas, en particular se detecté que
21 cepas resultaron positivas frente a Bacillus subtilis ATCC 6633 y cuatro cepas frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6533. Asimismo, dos cultivos presentaron actividad frente a ambos
especies, correspondientes a CBM-1031 y CBM-1035 (Figura 12).

Resulta interesante encontrar que el 74% (17/23) de los aislados que presentaron esta actividad se

corresponde con bacterias Gram positivas, de las cuales 41,2% (7/17) son esporuladas.
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Figura 12. Actividad antimicrobiana de los 392 extractos exocelulares concentrados frente a las cepas
de referencia Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6533 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Las bacterias Gram positivas del medio terrestre y marino aparecen referidos como productoras de
metabolitos secundarios bioldgicamente activos (Aguila, 2012; Satheesh et al., 2012). En estos
microorganismos se ha demostrado que mas del 3% de su genoma contiene genes que codifican para la
biosintesis de metabolitos como policétido sintasas y péptido sintetasa no ribosomal requeridos para la
biosintesis de compuestos activos (Donadio et al., 2007). En particular, las bacterias del género
Bacillus aparecen descritas como uno de los grupos de microorganismos de alto potencial
farmacoldgico (Muscholl-Silberhorn et al., 2008, Santos et al., 2010). Las especies B. brevis, B. cereus,
B. circulans, B. laterosporus, B. licheniformis, B. polymyxa, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, y B.
subtilis aislados de diferentes sustratos de origen marino producen metabolitos secundarios con
propiedades antagonistas y han sido exitosos como agentes biocontroladores (Madigan et al., 2005;
Nair et al., 2012).

La cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 mostrd resistencia ante los posibles compuestos
bioactivos de los extractos evaluados. Esto pudiera estar atribuido a que las bacterias Gram negativas
presentan fuertes mecanismos de defensa como: presencia de B- lactamasas, alteraciones de la
permeabilidad de la membrana dada por bombas de expulsion y las mutaciones de las porinas
transmembranales, que le confieren un amplio grado de resistencia y constituyen una barrera eficaz al
paso de moléculas de diferente naturaleza (Aguila, 2012).

En general los resultados mostraron baja incidencia de actividad antimicrobiana en los aislados,
coincidiendo con otras investigaciones a partir de bacterias de origen marino (Fabregas et al., 1991;
Santos et al., 2010). Sin embargo, es reconocido que las interacciones antagénicas de tipo bacteria—

bacteria que involucran inhibicion del crecimiento, corresponden a un mecanismo que puede ayudar a
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mantener la composicién de especies bacterianas a nivel de micro escala, ya sea mediante la
competencia por nutrientes, espacio, luz y/o a través de la produccion de diversos metabolitos
secundarios, entre ellos sustancias antibacterianas (Bowman, 2007, Aguila, 2012).

En los Gltimos afios la creciente resistencia de los microorganismos causantes de enfermedades
infecciosas a los antibidticos comerciales comunmente empleados; asi como los efectos toxicos
asociados a estos, exige la busqueda de nuevos medicamentos y con ello la exploracion de ambientes
tradicionalmente no explotados para tales fines, como es precisamente el medio marino (Blunt et al.
2003, Usama, 2010, Glockner et al. 2012).

Las investigaciones relacionadas con el aislamiento de microorganismos en diferentes ecosistemas
marinos de Cuba permiten incrementar el conocimiento de la diversidad microbiana; el cual no solo
esta determinado por la variedad de géneros y especies que la conforman sino también por la amplia
versatilidad metabolica que presentan los microorganismos para adaptarse a condiciones extremas y la
sintesis de metabolitos de interés.

Los resultados de las capacidades y potencialidades de los cultivos recién incorporados a la coleccién
demostraron que el 99,7% presentaron al menos una actividad de interés para la biomedicina, la
industria o el saneamiento ambiental. En particular, 209 cultivos presentaron entre cuatro y siete de las
bioactividades consideradas en este estudio. Estos resultados evidencian el potencial de la colecciony la
importancia de la conservacion ex situ para garantizar su disponibilidad con fines biotecnoldgicos en
diferentes esferas.

Los resultados de este proyecto se corresponden con la tendencia actual de incrementar las
investigaciones relacionadas con la busqueda de sustancias de interés a partir de microorganismos
marinos.

En general las bacterias heterétrofas aisladas presentaron gran diversidad de potencialidades, aunque
debe sefalarse que su distribucién de acuerdo a los grupos morfotintoriales no fue similar para cada
actividad evaluada. En la Tabla 8 aparece relacionado el numero de aislamientos que presentaron
respuestas positivas a las evaluaciones realizadas y sus caracteristicas tintoriales.

La relacion de bacterias con actividad pertenecientes al grupo de las Gram positivas fue superior a las
Gram negativas para cada una de las bioactividades, con excepcion de la produccion de agentes con
actividad superficial y antimicrobianos. No obstante, debe destacarse que la cantidad de aislamientos

Gram positivos en este estudio (323) fue superior a los Gram negativos (69).
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Tabla 8. Distribucion morfotintorial de los aislados que presentaron una respuesta positiva frente a cada
una de las actividades evaluadas.

Bioactividades N° de cepas | Gram positivas | Gram negativas
Asimilacién de carbohidratos 365 301 (93%) 64 (93%)
Produccion de enzimas liticas 272 227 (70%) 45 (65%)
Asimilacion de xenobiotico 311 269 (83%) 42 (61%)
Interaccion con nitrégeno 258 216 (67%) 42(61%)
Solubilizacion de PO, 20 20 (6%) 0 (0,0%)
Produccién de tensioactivos 147 119 (37%) 28 (41%)
Antimicrobianos 23 17 (5%) 6 (9%)

%: respecto al total de los aislados por cada grupo de bacterias:
Total Gram +=323 Total Gram-=69

Estos resultados coinciden con lo planteado por Nazarenko et al. (2011), que consideran a las bacterias
marinas como una fuente inexplorada de metabolitos secundarios, muchos de ellos provenientes del
grupo de las bacterias Gram positivas (Fenical y Jensen, 1996; Faulkner, 2002; Dias et al., 2009).

3.3. Seleccion de cultivos degradadores de xenobi6ticos

La obtencion de cultivos axénicos o mixtos que presenten la capacidad de resistir y degradar
compuestos xenobioticos ha sido referida frecuentemente a partir de aislamientos en zonas
contaminadas mediante técnicas de enriquecimiento (Ambujom y Manilal, 1995, Suarez, 2004). Sin
embargo para este estudio, dirigido a la caracterizacion de cultivos de bacterias de aisladas de agua de
mar aledafas a diferentes ecosistemas marinos con diferentes influencias de la actividad antropica, los
criterios de seleccidn estuvieron basados en las capacidades metabdlicas de actividades relacionadas
con la degradacion de compuestos dificiles de degradar o persistentes.

3.3.1 Seleccidn de microorganismos resistentes a compuestos fendlicos

Para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria frente a compuestos fendlicos fueron
seleccionados 30 cultivos que presentaron la capacidad de utilizar indistintamente carbohidratos,
petréleo, fenol y pentaclorofenol como fuente de carbono y que ademas, presentaban actividad
lipolitica y producian tensioactivos.

En la Figura 13 se muestran los histogramas de la resistencia de los cultivos de bacterias a diferentes

concentraciones de fenol y pentaclorofenol en caldo nutriente.
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Figura 13. Distribucidon de las bacterias heterétrofas segun los rangos de clase para las concentraciones
de fenol (A) y pentaclorofenol (PCF) (B) en la determinacién de la concentracién minima
inhibitoria.

Los resultados demostraron que el 66,7% (20/30) de los cultivos evaluados presentaron diferentes

categorias de resistencia al fenol, mientras en presencia de pentaclorofenol disminuye el porcentaje de

cepas resistentes a diferentes concentraciones. EI 50% de los aislados evaluados no toleraron la
presencia de pentaclorofenol; determinado por una mayor complejidad estructural con respecto al
fenol.

El andlisis de estadistica descriptiva demostr6 que ocho de las cepas estudiadas (26,7%) se incluyeron

en el rango de clase correspondiente hasta 8 000 ppm de fenol, el cual representa el maximo valor de

CMI determinado bajo las condiciones de estudio. Para este rango se corresponden los cultivos de

CBM-970, CBM-977, CBM-989, CBM-990, CBM-1029, CBM-1034, CBM-1035 y CBM-1036.

Asimismo la cepa CBM-1255 y CBM-1301 presentaron concentraciones de tolerancia de hasta 4 000 y

6 000 ppm de fenol respectivamente. Todos los cultivos pertenecen al grupo de las bacterias Gram

positivas.

Para el pentaclorofenol se demostro el 6,7% de los cultivos (2/30) presentaron valores de resistencia de

hasta 2 000 ppm, mientras cinco cultivos (16,7%) alcanzaron valores de hasta 2 500 ppm,

correspondiente a las cepas CBM-970, CBM-977, CBM-989, CBM-990 y CBM-1029.

La persistencia de los organoclorados en el ambiente superan las concentraciones maximas permisibles

para el ambiente. Paises desarrollados informan niveles de descargas en los residuales domésticos y de

las industrias de la madera o fabricacion de papel de hasta 6 ppm (Canada); 150 ppm (Estados Unidos)

y 0,7ppm (Alemania); los cuales se corresponden con niveles superiores a las disposiciones sobre las

concentraciones permisibles para proteger la salud humana y el entorno (Suarez, 2004). Al comparar
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los valores de CMI de las cepas evaluadas con los niveles de persistencia de estos compuestos en el
ambiente, sugieren la posibilidad de ser evaluados en procesos de degradacion de compuestos
organoclorados y constituyen la base del desarrollo de investigaciones dirigida al saneamiento y
recuperacion de ambientes naturales contaminados.

En numerosos trabajos se ha demostrado que los maximos valores de CMI estan relacionados con
fuentes de aislamiento de zonas impactados, donde la contaminacién por compuestos fenolicos
persistentes ha sido prolongada y ha permitido el desarrollo de microorganismos que poseen un elevado
potencial de resistencia y degradacién a los mismos (Suérez, 2004).

Sin embargo en el presente trabajo se encontraron microorganismos con valores de CM1 entre 4 000-8
000 ppm de fenol o 2 000-2 500 ppm de pentaclorofenol en aislados de aguas alejadas de disturbios
antrdpicos, como las cepas CBM-1029, CBM-1034, CBM-1035, CBM-1036, CBM-1255 y CBM-
1301. Estas capacidades pudieran estar relacionadas con mecanismos alternativos desarrollados por los
microorganismos de esos ambientes para la supervivencia bajo condiciones extremas.

Los cultivos seleccionados para continuar la evaluacion de la degradacion de diferentes compuestos
persistentes fueron CBM-970, CBM-977, CBM-989, CBM-990, CBM-1029, CBM-1034, CBM-1035,
CBM-1036, CBM-1255 y CBM-1301.

3.3.2. Degradacidon de compuestos xenobidticos a escala de zaranda

En la Figura 14 se muestran los perfiles de crecimiento para cinco de los cultivos seleccionadas de
acuerdo a los valores de CMI de compuestos fendlicos. EI comportamiento del crecimiento celular de
los cultivos CBM-977, CBM-990, CBM-1034, CBM-1035 y CBM-1036 demostrd las variaciones de
las concentraciones de biomasa en el tiempo y sugieren la posibilidad del uso fenol por via asimilativa
como fuente carbono y energia.

Estas variaciones de concentracion de biomasa describen las diferentes fases del crecimiento de los
cultivos seleccionados. Para las cepas CBM-977, CBM-990, CBM-1034 y CBM-1036 no fue detectada
la fase de latencia en las condiciones experimentales, s6lo se evidencia desde el inicio el crecimiento
exponencial de estos microorganismos.

La fase exponencial de los cultivos en presencia de fenol se extendio hasta las 20 h, con excepcion de
la CBM-990 y CBM-1035 que dur6 hasta las 15 y 35 h respectivamente. En esta fase la célula utiliza
los nutrientes para el incremento de la biomasa, el crecimiento es balanceado y se mantiene constante
el valor de la velocidad especifica de crecimiento ().

En la fase de aceleracion negativa el crecimiento esta en funcion de la concentracion de sustrato y se
acumulan las sustancias de reserva, debido al consumo de algun nutriente limitante y por tanto las

condiciones ambientales son adversas para la célula; de este modo la velocidad especifica de
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crecimiento disminuye hasta hacerse nula. Posteriormente se alcanzé la fase estacionaria, la cual se
prolongo hasta el final del experimento. En este periodo ocurre el metabolismo enddgeno de las células

a expensas de las sustancias acumuladas en la fase anterior.
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Figura 14. Perfil de fermentacion promedio de las cepas CBM-990, CBM-977, CBM-1034, CBM-1035
y CBX-1036 en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978), utilizando el fenol como fuente
de carbono y energia a 125 r min™, 30+ 1 °C.

Los valores de p y de productividad alcanzados durante el crecimiento celular demostraron diferencias

significativas de estos pardmetros cinéticos y de eficiencia respectivamente entre las bacterias

heter6trofas seleccionadas para la degradacion de compuestos fendlicos (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de velocidad especifica de crecimiento () productividad (Pr), concentracion de fenol
final (Crr) y porcentaje de remocion de fenol (Rg) para las cepas seleccionadas durante la
fermentacion en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978), utilizando el fenol (1g-L™) como
fuente de carbono y energia a 125r min™, 30+ 1 °C (Duncan, p<0,05).

Cepas u(h? Pr(cell. mL™-h™) | Cer(g-mL™) | Re (%)
CBM-977 | 0,1124°+0,007 | 3,5-10°+1,9-10° | 529,4°+251 @ 47,1
CBM-990 | 0,2000° +0,009 | 3,8-10°+1,9-10° | 398,2°+25,1 | 60,2
CBM-1034 | 0,1718° 0,001 | 4,1-10°+2,0-10° | 546,3°+25,1 = 454
CBM-1035 | 0,1194°+0,006 | 9,8-10%+3,1.10° | 647,2°+25,1 | 35,3
CBM-1036 | 0,1821° +0,005 | 1,1-10°+1,1-10° | 505,3°+251 | 49,5

El anélisis de los parametros cinéticos durante el crecimiento en fenol en las condiciones
experimentales demostré que las cepas CBM-990, CBM-1034 y CBM-1036 alcanzaron valores
significativamente superiores de | con respecto a CBM-977 y CBM-1035, siendo la de mayor
significacion el cultivo de CBM-990. Por su parte la productividad de biomasa fue similar

estadisticamente para todos los cultivos, con excepcion de CBM-1035 que fue significativamente
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inferior. El analisis del crecimiento y productividad evidencian el empleo del fenol por via asimilativa
en los cinco cultivos para las condiciones de trabajo; que permiten el crecimiento celular a partir de
estos compuestos como Unicas fuentes de carbono y energia

Los porcentajes de remocion indican una disminucion de la concentracion de fenol con respecto al
inicio de la experiencia (1 g-L™). En particular, la cepa CBM-990 presenté el mayor porcentaje de
remocion de las cepas evaluadas.

Resultados similares de crecimiento microbiano en compuestos fendlicos han sido descritos a partir de
tres cepas de Bacillus aisladas de ambientes impactados (Karn et al., 2010). Estos autores demostraron
diferencias significativas en el incremento de la biomasa en el tiempo en presencia de pentaclorofenol
como unica fuente de carbono y energia para cultivos de las especies Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus y Bacillus thuringensis; asi como la degradacion de méas del 90% del compuesto fendlico al
cabo de las 168 h.

Los estudios de cinética de degradacion para microorganismos degradadores de petréleo se han basado
en la evaluacion de hidrocarburos representativos de las diferentes componentes del petrdleo, ya que
permiten establecer los posibles mecanismos de oxidacion de una forma mas sencilla. Los
hidrocarburos seleccionados se encuentran entre los mas comunes para los petréleos cubanos (Joseph,
1996).

En la Figura 15 se muestran los perfiles de crecimiento en diferentes hidrocarburos del petréleo de tres
de los cultivos seleccionados de acuerdo a las capacidades metabdlicas para degradar todas las fuentes
de carbono evaluadas, actividad lipolitica y produccion de tensioactivos. EI comportamiento del
crecimiento celular de los cultivos CBM-990, CBM-1255 y CBM-1301 demostraron las variaciones de
las concentraciones de biomasa en el tiempo en correspondencia con las diferentes fases del
crecimiento microbiano.

Los resultados demuestran un incremento gradual de la concentracion celular en el tiempo; que
sugieren la posibilidad del uso de los hidrocarburos evaluados por via asimilativa como fuente carbono
y energia. En particular, se detectaron incrementos de biomasa de hasta tres 6rdenes de concentracion
de acuerdo a las particularidades de cada cepa frente a un sustrato determinado.

La fase exponencial de los cultivos CBM-990 y CBM-1301 en presencia de todos los hidrocarburos
evaluados se extendié hasta las 48 h, al igual que para CBM-1255 en n-hexadecano. Para ese cultivo
(CBM-1255) en ciclohexano y naftaleno el periodo exponencial duré hasta las 72 h, mientras en
fenantreno fue hasta las 96 h. El resto de las etapas de crecimiento se comportan de manera similar para
todos los cultivos en los diferentes sustratos, donde se observa una fase estacionaria que se abarca hasta

finalizada la experiencia.
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Figura 15. Perfil de fermentacion promedio de las cepas CBM-990, CBM-1255 y CBX-1301 en el

medio de cultivo Vela y Ralston (1978), utilizando hidrocarburos del petr6leo como fuente

de carbono y energia a 125 r min™, 30+ 1 °C.
La determinacion de los parametros de velocidad especifica de crecimiento y de productividad durante
el crecimiento celular frente a n-hexadecano, ciclohexano, naftaleno y fenantreno demostré diferencias
significativas entre los cultivos y entre los hidrocarburos en iguales condiciones de cultivo (Tabla 10).
En general, el comportamiento de la velocidad especifica de crecimiento () para el cultivo CBM-1301
frente a los cuatro hidrocarburos evaluados no presentd diferencias significativas. Estos valores son
estadisticamente similares a los méximos valores de p obtenidos en los cultivos de CBM-990 (n-
hexadecano y ciclohexano) y CBM-1255 (n-hexadecano). Asimismo, se demostré que los valores de p
para estas cepas (CBM-990 y CBM-1255) frente a compuestos aromaticos como el naftaleno y
fenantreno, presentaron valores significativamente inferiores con respecto a los hidrocarburos saturados

(n-hexadecano y ciclohexano).
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Tabla 10. Valores de velocidad especifica de crecimiento (u) y productividad (Pr) para las cepas
seleccionadas durante la fermentacion en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978),
utilizando diferentes hidrocarburos (10 g-L™) como fuente de carbono y energia a 125 r min"

! 30+1 °C (Duncan, p<0,05).

Cepas Hidrocarburos u(h™ Pr (cell-mL™-h
n-Hexadecano | 0,0766%+0,002 | 5,6-10°°+7,2-10°

Ciclohexano | 0,0767%+0,003 | 1,5-10%+1,2.10°

CBM-990 5 6 .
Naftleno 0,0660° £0,003 | 3,9-10%+2,0-10

Fenantreno 0,0581° +0,001 | 5,0-10%+2,6-10°
n-Hexadecano | 0,0745% +0,001 | 7,1-10°°+8,4.-10°

Ciclohexano | 0,0683" +0,003 | 6,7-10°°+8,2-10°

CBM-1255 - o .
Naftleno 0,0546" +£0,002 | 4,1-10°+6,4-10

Fenantreno 0,0486% +0,002 | 5,8-10*+2,4-10°

n-Hexadecano | 0,0719%+0,001 | 7,2-10°°+8,5-10°

Ciclohexano 0,0758*+0,001 | 2,4-10%+1,6-10°

CBM-1301 . - .
Naftleno 0,0717% +0,001 | 6,8-10%%+2,6-10

Fenantreno 0,0743%+0,009 | 7,2-10%+2,7.10°

El anélisis de los valores de productividad de biomasa se corresponde con los incrementos del
crecimiento celular para cada hidrocarburo, que evidencian el empleo de estos sustratos por via
asimilativa como Unicas fuentes de carbono y energia. No obstante, resulta interesante que para una
misma cepa este parametro difiera significativamente en al menos uno de los hidrocarburos utilizados
independientemente de la complejidad del sustrato.

Estos resultados demuestran la particularidad del comportamiento de los microorganismos frente a un
mismo sustrato; determinado por diferentes factores como la afinidad por sustrato, inhibicion del
crecimiento por algin nutriente limitante, entre otros (Cabranes et al., 2006). En particular, las
evaluaciones de degradacion evidencian una estrecha relacion con la complejidad de los sustratos,
condiciones de nutrientes, oxigenacion, pH, temperatura, entre otros (Geetha et al., 2013); asi como la
eficiencia y naturaleza de los tensioactivos sintetizados a partir de esas fuentes de carbono (Borah y
Yadav, 2017). Estos autores demostraron el incremento de la biomasa en el tiempo en presencia de
hidrocarburos como Unica fuente de carbono y energia para una cepa de la especie Bacillus cereus; asi
como la produccion de un compuesto con potencialidades de emulsificante.

A partir de los resultados de velocidad especifica de crecimiento y productividad en los diferentes
hidrocarburos fueron seleccionados los cultivos CBM-990 y CBM-1301 para los estudios de

degradacion.
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Las evaluaciones de degradacion de los hidrocarburos mediante la técnica de Espectroscopia Infrarroja
demostraron las variaciones de los espectros a diferentes tiempos. En la Figura 16 se muestra el perfil
del solvente de extraccion de la fase organica de las muestras a evaluar.

Se obtuvieron perfiles de absorcion por Espectroscopia Infrarroja a las 0 y 250 h para el cultivo CBM-
990 en n-hexadecano y ciclohexano, asi como de CBM-1301 para naftaleno (Tablas 11, 12 y 13,
Figuras 17, 18 y 19).

Tabla 11. Bandas de absorcion que aparecen en los espectros IR de las fases organicas durante la
degradacion de n-hexadecano y ciclohexano por la cepa CBM-990.

Hidrocarburos | Tiempo (h) | Vibraciones Frecuencia (cm™)
CH3 (v) 2960
0 CH; (v) 2850
CH> (3) 1470
n-hexadecano CHs (9) 1380
C=0 (v) aldehidos saturados o cetonas 1720-1740
250 OH () alcoholes 1420
C=0 (v) acidos carboxilicos 1690-1720
Esteres de acetato 1242
CH; (v) 3492
CH; (v) 2927
0 CH; (v) 2861
. CH> (3) 2361
ciclohexano
CH; (d) 2330
C=0 (v) aldehidos saturados 1650-1740
250 OH (8) alcoholes primario 900-1100, 1420
C=0 (v) acidos carboxilicos 877, 1250

Los resultados para la evaluacion de la degradacion del n-hexadecano indican que a tiempo O h se
identificaron compuesto formado por grupos CHs; y CH,, coincidiendo con la estructura del n-
hexadecano. Asimismo para el ciclohexano se detectaron inicialmente grupos CH, que concuerda con la
estructura del ciclohexano (Pasto y Johnson, 1980).

A las 250 h de interaccion del microorganismo con el n-hexadecano se observo una disminucion de las
bandas que se encuentran cercanas a 3000 y 1420 cm™, que evidencian la degradacién del hidrocarburo
(Figura 17). Ademas, aparecen nuevas bandas e incremento de algunas alrededor de los 1720-1740,
1690-1720, 1650, 1420 y 1242 cm™ (Figura 17), que deben estar relacionadas con la formacién de

compuestos intermediarios de la oxidacion del n-hexadecano.
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Figura 16. Espectros FTIR del tetracloruro de carbono.

@

Figura 17. Espectros FTIR del n-hexadecano (A) y la oxidacion del compuesto a las 250 h de contacto
con la cepa CBM-990 (B) en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978), a 125 r min™, 301 °C.
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Figura 18. Espectros FTIR del ciclohexano (A) y la oxidacion del compuesto a las 250 h de contacto con
la cepa CBM-990 (B) en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978), a 125 r min™*, 30+1 °C.

A B

Figura 19. Espectros FTIR del naftaleno (A) y la oxidacion del compuesto a las 250 h de contacto con la
cepa CBM-1301 (B) en el medio de cultivo Vela y Ralston (1978), a 125 r min™, 30+1 °C.
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Al comparar las bandas de absorcion del espectro IR de la 0 h con respecto a la de 250 h de
degradacion del ciclohexano por CBM-990 (Tabla 11 y Figura 18), se aprecié una disminucion de las
bandas correspondientes a los intervalos 3400-3600, 2800-2900 y 1600-1700 cm™, lo que evidenci6 el
consumo del ciclohexano por el microorganismo. Ademéas, como se muestra en la Tabla 11,
aparecieron un conjunto de bandas bien definidas que deben estar relacionadas con procesos de
conversion del ciclohexano en otros productos de oxidacion por esta bacteria (Figura 18).

Las bandas de absorcion reflejadas en los IR durante el proceso de degradacion del naftaleno a las 0 y
250 h por la cepa CBM-1301 se presentan en la Tabla 12. Las vibraciones observadas en el tiempo
cero, indicaron la presencia de compuestos aromaticos, que coinciden con las estructuras del naftaleno
(Pasto y Johnson, 1980).

Tabla 12. Bandas de absorcién observadas en los espectros IR de las fases organicas durante la
degradacion de naftaleno por la cepa CBM-1301.

Hidrocarburos | Tiempo (h) | Vibraciones Frecuencia (cm™)
0 CH, (v) yCH 2800-3000
CH, Aromaticos 700-750
Naftaleno Benceno bisustituido 1600
250 OH (8) alcoholes aromaticos | 1205-1301
Aldehido aromatico 1301, 1675, 1701

C=0 (v) écidos carboxilicos | 1000, 1600

A las 250 h de interaccion de la cepa CBM-1301 con el naftaleno como Unica fuente de carbono, se
apreci6 una disminucién de las bandas correspondientes al intervalo de 2800 a los 3000 cm™, que
evidencia procesos de biodegradacion de este compuesto (Tabla 12). Ademaés, se observa el
surgimiento de nuevas bandas, que evidencian la aparicion de metabolitos cuyos grupos funcionales
absorben 1600, 1205-1301, 1675, 1701, 1000 cm™ (Tabla 12, Figura 19).

Estos resultados evidencian la degradacion de compuestos de las diferentes fracciones del petréleo por
accion de los microorganismos evaluados. Resultados similares fueron descritos para un cultivo de
Bacillus alcalophilus, aislados de sedimentos marinos, capaz de oxidar n-hexadecano, el ciclohexano,
el naftaleno y el fenantreno como Unica fuente de carbono y energia, mediante mecanismos de metil y
[-oxidacion (Cabranes, 2005; Cabranes et al., 2006).

La eficiencia en la degradacion de compuestos organicos persistentes puede estar determinada por las
condiciones de cultivo, asi para un mismo microorganismo los porcentajes de remocion pudieran ser
diferentes en presencia de un mismo compuesto bajo condiciones experimentales distintas (Jackson y

Pardue, 1999; Geetha et al., 2013; Ebadi et al., 2017). Es por ello que el éxito en el proceso de
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biodegradacion requiere de estudios indispensables relacionados con la caracterizacion fisiologica y
metabdlica (Ahmad et al., 1991; Antoniou et al., 2015); asi como evaluaciones ecoldgicas del proceso
de degradacion para cultivos puros o consorcios involucrados (O Reilly y Crawfoord, 1989; Ebadi et
al., 2017).

A partir de estos resultados es necesario evaluar para las cepas seleccionadas los porcentajes de
remocion de los compuestos en el tiempo, como medida de la eficiencia de los mecanismos de su
degradacion. Asimismo, resulta imprescindible realizar una evaluacion y optimizacion de las
condiciones de degradacion de estos compuestos que permitan alcanzar niveles de remocion eficiente;
entre los que se incluye el analisis de la influencia del pH, la temperatura, la oxigenacion y otros
factores influyen en la actividad metabolica de la célula y la velocidad de degradacion (Geetha et al.,
2013).

Por otra parte la evaluacion de cultivos mixtos disefiados a partir de las cepas seleccionadas en el
estudio pudiera favorecer los procesos de oxidacién; teniendo en cuenta que las poblaciones mixtas de
bacterias resultan eficientes para la degradacién de sustratos recalcitrantes y en la biorremediacion de
contaminantes en condiciones naturales (Nufiez, 2003; Antoniou et al., 2015; Ebadi et al., 2017).

3.4. Caracterizacion taxonomica de bacterias heterotrofas

La microbiologia marina presenta gran dificultad en la identificacion de microorganismos de este
ambiente, pues la taxonomia bacteriana se ha desarrollado a partir de microorganismos aislados del
medio terrestre y comprende una serie de ensayos y evaluaciones limitados a estos microorganismos.
Por esta razon los métodos para ambientes extremadamente variables como el marino no han sido
totalmente desarrollados. En general, las pruebas para clasificacion empleadas regularmente pueden ser
aplicadas a cepas marinas; sin embargo para algunos cultivos modificaciones son requeridas como por
ejemplo en la concentracién de cloruro de sodio del medio y en la temperatura de incubacion (Pérez et
al., 2001).

Para la caracterizacion taxondémica de los aislamientos procedentes de aguas aledafias a los diferentes
ecosistemas marinos se seleccionaron las cepas de acuerdo a las capacidades metabdlicas relacionadas
con la degradacion de compuestos de diferente naturaleza, priorizando areas de interes ecoldgico como
archipiélago Jardines de la Reina y Ciénaga de Zapata.

La identificacion fue dirigida a 22 cultivos, entre los que se incluyeron dos aislados de areas de playas
correspondientes a la costa norte de la peninsula de Hicacos (CBM-990) y playa Maravi de la provincia
de Guantanamo (CBM-956) y 10 de las areas de manglar de la Ciénaga de Zapata (CBM-785, CBM-
787, CBM-789, CMB-791, CBM-795, CBM-799, CBM-810, CBM-814, CBM-817, CBM-819),

teniendo en cuenta, ademas la importancia de este ecosistema como el humedal mejor conservado de
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Cuba. Asimismo, se consideraron 10 aislados procedentes de las aguas adyacentes de arrecifes
coralinos del golfo de Cazones (CBM-1029, CBM-1035, CBM-1301) y del archipiélago Jardines de la
Reina (CBM-874, CBM-1253, CBM-1255, CBM-1314, CBM-1323, CBM-1349, CBM-1366).

En la Tabla 14 aparece el resultado del analisis de las pruebas bioquimicas y fisioldgicas de la
caracterizacion de los cultivos seleccionados a partir de sus potencialidades biotecnologicas.

Tabla 14. Ubicacion taxonomica de bacterias heterotrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas marinos de Cuba. (*Informados por primera vez para aguas de las areas de arrecifes
coralinos y playas evaluadas).

Ecosistemas Cepas Especies
CBM-785 Planococcus columbae Suresh, Mayilraj, Bhattacharya y Chakrabarti 2007, 1269
CBM-787 Planococcus citreus Migula 1894, 236. A
CBM-789 Planococcus Sp. Migula 1894, 236"
CBM-791 Bacillus sp. cohn 1872, 1744
CBM-795 Planococcus columbae Suresh, Mayilraj, Bhattacharya y Chakrabarti 2007, 1269"7

Manglares CBM-799 Bacillus badius Batchelor, 1919, 23.A-
CBM-810 Listeria sp. Pirie 1940a, 383"
CBM-814 Planococcus sp. Migula 1894, 236
CBM-817 Brevibacillus brevis shida, Takagi, Kadowaki y Komagata 1996a, 943"
CBM-819 Bacillus thuringiensis Berliner 1915, 29*-
CBM-990 Bacillus carboniphilus Fujita, Shida, Takagi, Kunugita, Pankrushina and Matsuhashi 1996, 118"
Playas CBM-956 *Listeria sp. Pirie 1940a, 383"
CBM-874 *Qchrobacterium sp. Holmes, Popoff, Kiredjian and Kersters 1988, 412"
CBM-1253 *Bacillus carboniphilus Fujita, Shida, Takagi, Kunugita, Pankrushina and Matsuhashi 1996, 118"
CBM-1255 | *Bacillus carboniphilus Fujita, Shida, Takagi, Kunugita, Pankrushina and Matsuhashi 1996, 118"7
CBM-1314 | Listeria sp. Pirie 1940a, 383"
Arrecifes CBM-1323 | *Ochrobacterium sp. Holmes, Popoff, Kiredjian and Kersters 1988, 412"
Coralinos CBM-1349 | *Sphingomonas Sp. Yabuuchi, Yano, Oyaizu, Hashimoto, Ezaki and Yamamoto 1990b, 321"

CBM-1366 | *Pasteurella sp. Trevisan 1887, 94" Nom. Cons. Opin. 13, Jud. Comm. 1954b, 153

CBM-1029 | *Bacillus carboniphilus Fujita, Shida, Takagi, Kunugita, Pankrushina and Matsuhashi 1996, 118"
CBM-1035 *Bacillus carboniphilus Fujita, Shida, Takagi, Kunugita, Pankrushina and Matsuhashi 1996, 118"
CBM-1301 *B. fordii Scheldeman, Rodriguez-Diaz, Goris, Pil, De Clerck, Herman, De Vos, Logan and Heyndrickx 2004, 1363"°

Al analizar los resultados de las pruebas de caracterizacion morfoldgica, cultural, fisiologica y
bioquimica de cada grupo de bacterias se determind que 10 de los cultivos correspondiente a CBM-
791, CBM-799, CBM-817, CBM-819, CBM-990, CBM-1253, CBM-1255, CBM-1029, CBM-1035 y
CBM-1301 pertenecen a la familia Bacillaceae y particularmente del género Bacillus, donde se
incluyen bacterias de forma bacilar Gram positivas formadoras de esporas, fundamentalmente

quimiorganotrofica, aerobias o anaerobias facultativas. En particular, estos cultivos estan representados
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en al menos cinco especies: B. badius (1), B. thuringiensis (1), B. carboniphilus (5) y B. fordii (1)
(Tabla 14). Asimismo, se determind que de acuerdo a las caracteristicas del cultivo CBM-817 podria
incluirse en la especie Bacillus brevis, reclasificada actualmente como Brevibacillus brevis (Vos et al.,
2009).

Similares resultados fueron referidos por Lugioyo (2003) y Miravet (2003) en las aguas oceanicas
adyacentes a Cuba y en los arrecifes del golfo de Bataband, al SW Cuba, respectivamente. En estos
estudios se encontraron altos porcentajes de bacterias Gram positivas del género Bacillus.

Entre los cultivos seleccionados cinco corresponden al grupo de los cocos Gram positivos, aislados de
manglar (CBM-785, CBM-787, CBM-789, CBM-795 y CBM-814). Las caracteristicas culturales y
fisioldgicas sugieren que pertenecen a la familia Planococcaceae, de acuerdo a la reclasificacion de
algunos géneros pertenecientes anteriormente a la familia Micrococcaceae. La caracterizacion de estos
cultivos indica su ubicacidon taxondémica en el género Planococcus teniendo en cuenta su forma de
agrupacion en pares, grupos de tres células y ocasionalmente en tétradas; son motiles, no forman
esporas, catalasa positiva, no fermentan la glucosa y otros azlcares y son caracteristicos de fuentes
marinas (Sneath et al., 1986). El aislado CBM-787 manifiesta caracteristicas que distingue a la especie
Planococcus citreus por presentar particularidades tales como la oxidasa negativa, no hemoliticos, urea
e indol negativo, crecimiento solo hasta el 15% de NaCl, no hidrolizar la esculina, almidén o Tween
80, y producen colonias amarillas. Esta especie es caracteristica de fuentes marinas y también puede
estar asociada a organismos marinos (moluscos y crustaceos) (Sneath et al., 1986).

En el caso de las cepas CBM-785 y CBM-795 fueron agrupadas como Planococcus columbae, por
reducir nitrato, crecimiento solo hasta el 10% de NaCl, no hidrolizan la esculina, almidon o Tween 80,
asi como urea e indol negativo.

En particular la ubicacion taxonémica del grupo de las bacterias Gram negativas se realiz6 mediante el
uso el sistema de galerias APl 20NE, el cual brinda la posibilidad de evaluar la diferentes actividades
enzimaticas de los cultivos de forma rapida y estandarizada. Los aislados (CBM-810, CBM-956, CBM-
874, CBM-1314, CBM-1323, CBM-1349, CBM-1366) se ubicaron en los géneros Listeria,
Ochrobacterium, Sphingomona y Pasteurella (Tabla 14).

Debe destacarse que los géneros Ochrobacterium, Sphingomona y Pasteurella y las especies Bacillus
carboniphilus y Bacillus fordii fueron informados por primera vez para aguas aledafias a los arrecifes
coralinos evaluados.

En general, la existencia de estos géneros ha sido informada en aguas y sedimentos de la plataforma
cubana (Miravet et al, 1992) y en aguas oceanicas adyacentes (Lugioyo, 2003). En particular, en aguas

del archipiélago Jardines de la Reina se demostrd el predominio de la familia Bacillaceae,
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especificamente al género Bacillus y la familia Micrococcaceae, dentro de los que se incluyeron los
géneros Planococcus, Staphylococcus y Micrococcus (Coya, 1999).

Asimismo, es necesario establecer una estrategia de identificacién para todos los cultivos ubicados
hasta nivel de género que incluyan pruebas complementarias para la diferenciacion entre especies.

En la literatura especializada aparece descrito las amplias potencialidades que presentan las bacterias
del género Bacillus, y en particular aquellos aislados de fuentes marinas son potentes productores de
sustancias biolégicamente activas (Fenical, 1996). Las especies de este género son productores de
sustancias antimicrobianas, tensioactivos y degradadores de los hidrocarburos del petroleo (Sardessai y
Bhosle, 2002; Ortiz et al., 2014). También existen evidencias de la degradacion de hidrocarburos del
petroleo y la produccion de tensioactivos en géneros como Planococcus (Lin; 1996), mientras del
género Listeria se ha informado su capacidad para degradar compuestos oleosos (Lira, 2014).

En el analisis de similitud, realizado con los resultados de las evaluaciones fisiologicas y las
bioactividades, a las cepas seleccionadas se obtuvo el dendograma en el que se aprecia que de modo
general todos los aislados presentan un 65% de similitud (Figura 20). Se detectaron un total de tres
grupos de homologia a un nivel de similitud del 68, 69 y 71% (grupos I, 11 y Il respectivamente).
Resulta de interés que en los grupos | y 11 solo se presentan aislados de aguas de las areas de manglar.
No se observé una relacién directa de los nodos de la Figura 20 con respecto a géneros o especies, ya
que la misma especie se incluyé en diferentes grupos, lo cual estd determinado por la diversidad de
potencialidades o capacidades metabolicas que pueden presentar cultivos filogenéticamente
relacionados. Aunque debe destacarse que en el grupo Ill se incluyeron los aislados con mayor
actividad bioguimica total por cepa (ATC).

En la Figura 21 se muestra el porcentaje de actividad bioquimica total por cepa, de los aislados con
mayores capacidades metabolicas.
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CBM 814 MAN Planococcus sp.
CBM 785 MAN P columbae
[ CBM 795 MAN P columbae

*_J{ L CBM 787 MAN P citreus
i CBM 789 MAN Planococcus sp.

CBM 799 MAN B. badius
H CBM 791 MAN Bacillus sp.

CBM 817 MAN B. brevis

CBM 810 MAN Listeria sp.

—— CBM 1349 ARR Sphingomonas sp.
f_{ L————— CBM 1323 ARR Ochrobacterium sp.
CBM 1314 ARR Listeria sp.
L CBM 1366 ARR Pasteurella sp.

CBM 1253 ARR 8. carboniphilus
e CBM 990 PLA  B. carboniphilus
’ CBM 1035 ARR 8. carboniphilus
CBM 1029 ARR B. carboniphilus
{ CBM 1301 ARR 8. fordii
III CBM 1255 ARR B. carboniphilus
CBM 819 MAN B. thuringiensis

r CBM 956 PLA Listeria sp.
1 { L T . CBM 874 ARR Ochrobacterium sp.
1 T

60 70 80 90 100
Similitud (%)
MAN: Manglar, ARR: Arrecifes, PLA: Playa
Figura 20. Dendograma de similitud confeccionado a partir de las caracteristicas fisiologicas y
potencialidades biotecnolégicas de las cepas seleccionadas (Indice de similitud de Brays-
Curtis).

En los cultivos seleccionados procedentes de las estaciones de manglar la actividad total por cepa vario
entre 27 y 36%, mientras en los aislados de aguas aledafias a los arrecifes coralinos el rango de
actividad se manifesto entre 45 y 66% (Figura 21). En general, entre las pruebas que mas contribuyeron
a estos porcentajes se incluyen la excrecion de enzimas hidroliticas como amilasa, gelatinasa y lipasa,
la produccion de compuestos con actividad superficial y formacion de acido de diferentes azucares. No
obstante, debe destacarse, que la distribucion de cepas que presentan la capacidad de utilizar como
fuente de carbono y energia diferentes carbohidratos, compuestos fendlicos e hidrocarburos del
petréleo, crecimiento en presencia de NaCl, motilidad y actividad caseinasa fue similar en los
aislamientos independientemente de los ecosistemas evaluado.

En los aislados se observé una mayor proporcion de cepas capaces de utilizar monosacaridos (90,9%) y
la lactosa (68,2%), como fuente de carbono, con respecto a la sacarosa (45,5%) y el almidén (59,1%).
La actividad proteolitica (50,0%) predomind sobre la amilolitica (31,8%) y la lipolitica (27,3%).
Asimismo, debe destacarse que la cepa CBM-1314 procedente de Jardines de la Reina presento las tres

actividades.
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Figura 21. Actividad bioquimica total por cepa (ATC) expresada como el porcentaje de pruebas
bioquimicas y bioactividades positivas con respecto al total de pruebas seleccionadas.

Es importante destacar que, aunque las cepas procedentes de estaciones de manglar mostraron una
menor heterogeneidad fenotipica que las aisladas en las areas de arrecifes, todas las cepas manifestaron
una amplia variedad de potencialidades fisiologicas. Esto evidencia el amplio espectro de degradacion
de compuestos diferentes de las bacterias heterdtrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas.

La caracterizacion de estos cultivos microbianos contribuye a ampliar el conocimiento de la diversidad
bacteriana marina de Cuba, que aln es incipiente. Ademas, tributa a una mejor comprensién de su
diversidad funcional en términos de productividad, resiliencia y resistencia, que permite estimar las
capacidades de autodepuracion en los ecosistemas a partir de la actividad microbiana.

Ademas, el amplio espectro de degradacion de compuestos diferentes de las bacterias heterédtrofas
aisladas permite ampliar las potencialidades de uso de estos microorganismos ya que constituyen la
base de futuras investigaciones de aplicacion en el campo de la biotecnologia y medio ambiente.

3.5. Actualizacion de la base de datos de la coleccion

La Coleccion de Bacterias Marinas actualmente cuenta con 1070 cultivos aislados de diferentes
ecosistemas marinos, que representa una importante fuente de productos de interes biotecnoldgicos;
teniendo en cuenta que el 98% de los cultivos en coleccion presentan al menos una bioactividad de las

evaluadas como tamizaje primario.
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A partir de la ejecucidn de este proyecto; asi como de otros proyectos y servicios ejecutados durante la
etapa que se evalla se incorporaron a la coleccion 507 cultivos procedentes de agua y sedimentos de
diferentes ecosistemas marinos de Cuba. En particular, se incluyeron cultivos de bacterias procedentes
de aguas de arrecifes mesoféticos, correspondientes a mas de 30 m de profundidad, cultivos de
actinomicetos marinos dirigidos a la busqueda de sustancias de interés farmacologico, entre otros.
Actualmente, el nivel de identificacion de la coleccidn no resulta satisfactorio, teniendo en cuenta que
47,2% de estos cultivos permanecen aun sin caracterizar para su posible identificacion taxonémica. No
obstante, las investigaciones realizadas por los diferentes proyectos en ejecucion permitieron la
ubicacion taxonomica del 38,3% de los cultivos incorporados a la coleccidn en esta etapa, de ellos el
84,0% hasta nivel de género y un 16,0% hasta el nivel de especie. Entre los géneros identificados se
incluyen Bacillus, Planococcus, Vibrio, Listeria, Photobacterium, entre otros.

Durante la etapa se actualizé toda la informacidn referente a los cultivos de nueva incorporacion; de
manera que se logro el registro actualizado de las 1070 cepas de bacterias heterotrofas de origen marino
pertenecientes a la Coleccion de Bacterias Marinas del ICIMAR y permite disponer de la informacion
organizada y detallada sobre la diversidad bacteriana asociada a diferentes ecosistemas marinos de
Cuba.

La base de datos de la Coleccion de Bacterias Marinas del ICIMAR brinda un medio factible para las
posibles consultas por los diferentes campos que la conforman.

En las Figuras 22, 23 y 24 aparecen los resultados de diferentes busquedas en la base de datos de la
Coleccion de Bacterias Marinas, que muestran las posibilidades consultas por los diferentes campos de

ésta, proporcionando a su vez la posibilidad de emitir reportes de su contenido, de forma clara y amena.

Principal  Colecciones  Administradores  Historial  Personal  Enlace

Seleccione el tipo de bisqueda que desea realizar: @ Y 0

Seleccione los parametros para la bisqueda que desea realizar

Caracteristicas Generales Caracteristicas. Culturales Actividad Enzimatica Asimilacion de Fuentes de Carbono
Actividad Antimicrobiana Actividad Superficial y Valores Fuentes Hitrégene y Solubilizacién de Fosfatos Al menos 1 actividad
Caracteristicas Generales
Pertenece a la coleccién: Bacterias marinas Fuente de aislamiento:
Y| Area geografica: Golfo de Cazones Designacién taxonémica:
Aislada por: / Estado de la cepa 9 Viva ' Muerta
Hombre viejo: Medio de cultivo:
V| Carac. morfoldgicas: Bacilos Esporulados ~ [/ Gram: + -

Caracteristicas celulares:

Figura 22. Ventana para una busqueda a partir de criterios especificos previamente seleccionados
(criterios: pertenecientes a la Coleccion de Bacterias Marinas, aisladas del golfo de
Cazones, cepas viables y bacilos Gram + y esporulados).
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Principal  Colecciones  Administradores M Enlace
Total de resultados encontrados: 20
No. de la cepa Designacion taxonomica Persona que aislo

CBM 1280 Bacillus sp. Valia
CBM 1283 Bacillus sp. valia
CBM 1289 Bacillus sp. Valia

M 5 Bacillus sp. Valia
CBM 1300 Bacillus sp. Valia
CBM 1301 8. fordii Vvalia
CBM 1303 Bacillus sp Valia

Figura 23. Resultado de la busqueda a partir de criterios especificos previamente seleccionados
(criterios: pertenecientes a la Coleccion de Bacterias Marinas, aisladas del golfo de
Cazones, cepas viables y bacilos Gram + y esporulados).

Informacidn de la cepa seleccionada

Caracteristicas Generales Carac. Culturales Actividad Enzimatica A

No de Cepa Coleccion
CBM 1301 Bacterias marina
Area Geografica Fecha
Golfo de Cazones (Este de la ensenada de 24/05/2017

cazones)
Fuente Aislamiento
Agua Bacilos Esporulados
Caracteristicas celulares

BE+,cortos y sueltos, formando empalizada Zaobell

Caracteristicas Morfoldgicas

Medio de cultivo

sim. Fuentes de Carbono Actividad Antimicrobiana

No Viejo
S 42

Aislada por
Valia

Gram Estado de la cepa
- Viva

Designacion Taxonomica

B. fordii

X

Actividad | =

Figura 24. Resultados de la busqueda de la informacidn especifica de la cepa CBM 1301 (vista de la

pestafia de caracteristicas generales).
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4. CONCLUSIONES

v Se logr6é un incremento en el conocimiento de la diversidad microbiana marina a partir de la
caracterizacion de 392 cultivos de bacterias heterotrofas aisladas de agua de mar de diferentes
ecosistemas marinos y costeros, con predominio del grupo de las bacterias Gram positivas. En general
los cultivos de bacterias aisladas presentaron gran diversidad de potencialidades.

v Se incorporaron 92 cultivos procedentes de aguas aledafias a los arrecifes del archipiélago Jardines
de la Reina, 87 de playas y manglares de la peninsula de Guanahacabibes y 47 de playas de la provincia
de Guantanamo, zonas que no estaban representadas en la Coleccion de Bacterias Marinas de ICIMAR.
v' El 53,3% del total los cultivos caracterizados mostraron entre cuatro y siete de las actividades
evaluadas. Las actividades bioldgicas de estos cultivos demostraron que el 93,1% asimil6 al menos uno
de los carbohidratos evaluados, el 69,6% producen enzimas hidroliticas, el 65,8% presentan interaccion
con nitrogeno, el 5,1% solubilizan fosfato, el 5,9% mostré actividad antimicrobiana, el 4,8% actividad
hemolitica, el 37,5% producen compuestos tensioactivos y el 38,2% fueron capaces de degradar el
petroleo y compuestos fendlicos, que demuestra las elevadas potencialidades de las bacterias
heterdtrofas marinas.

v" Los cultivos CBM-990, CBM-1034, CBM-1036 y CBM-1301 presentaron valores de velocidad
especifica de crecimiento y productividad frente a hidrocarburos y compuestos fendlicos como Unica
fuente de carbono y energia, que evidencian la degradacion por via asimilativa de estos compuestos.
Mediante espectroscopia infrarroja se demostrd una disminucion cualitativa de las bandas
correspondientes a hidrocarburos del petréleo en CBM-990 y CBM-1301.

v' La caracterizacion taxonémica de los aislados seleccionados demostr6 que el género Bacillus
presentd mayor actividad bioldgica. En particular, los géneros Ochrobacterium, Pasteurella y
Sphingomonas, y las especies Bacillus carboniphilus y Bacillus fordii se informan por primera vez para

aguas aledanas a las areas de arrecifes coralinos en estudio.
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5. RECOMENDACIONES

v

v

Continuar los estudios de identificacion mediante taxonomia polifasica de los cultivos aislados,
asi como la evaluacion de otras potencialidades.

Continuar los estudios de degradacion de xenobioticos para las cepas seleccionadas, donde se
incluya la influencia de diferentes factores en el metabolismo celular como pH, temperatura,
oxigenacién, entre otros.

Evaluar y cuantificar los remanentes de la degradacion mediante cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa para establecer los mecanismos de degradacion y su

inocuidad para el ambiente.
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