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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron tres estaciones de muestreo del rio Almendares
durante un afo con los objetivos de comparar la frecuencia de aislamiento de los
géneros identificados y caracterizar la estructura de la comunidad bacteriana
heterotrdéfica cultivable del rio Aimendares. Para el aislamiento, se sembraron en Agar
Nutriente, diluciones seriadas de las muestras de agua y se incubaron a 30°C durante
72h. Las colonias representativas de diferente morfologia se aislaron y purificaron en
Agar Nutriente. Se obtuvieron en total 60 aislados que se identificaron mediante el
sistema APl como pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Alcaligenes, Citrobacter y Pseudomonas. El género
Arthrobacter se aisld6 con mayor frecuencia en la estacion de muestreo Paila, en
comparacion con el resto de las estaciones del rio Almendares, mientras que los
géneros Acinetobacter y Bacillus fueron aislados con mayor frecuencia en la estaciéon
Rio Cristal. Para la caracterizacion de la estructura de la comunidad bacteriana se
utilizaron los indices de riqueza de especies (S*), de Simpson (L") y de Shannon-
Wiener (H’). Mediante los indices de Simpson y Shannon-Wiener se detectaron
diferencias significativas entre la diversidad bacteriana de las tres estaciones de
muestreo, siendo Puente de Hierro la de menor diversidad y no se detectaron
diferencias significativas al analizar el indice de riqueza de especies. Los resultados
obtenidos demostraron la influencia de la contaminacién en la diversidad bacteriana,
la cual se ve notablemente afectada corriente abajo en el rio Almendares.
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1. INTRODUCCION

Los rios son la mayor fuente de agua potable, la cual es utilizada para el consumo, la
industria y la agricultura; por lo que es necesaria su conservacion, sin embargo la
contaminacion de estos ecosistemas dulceacuicolas, constituye una problematica a
nivel mundial que se presenta debido al constante vertimiento de aguas residuales de
origen doméstico e industrial, que contribuyen al deterioro del ambiente. En este
sentido los microorganismos juegan un importante papel en la biodegradacion de
contaminantes derivados de la actividad humana y contribuyen a la autopurificacion
natural de los ecosistemas. Las comunidades microbianas en ecosistemas
dulceacuicolas de areas tropicales han sido estudiadas, sin embargo el conocimiento
actual de las mismas, aun es limitado (Nishimura y Nagata, 2007; Newton et al.,
2011).

La mayoria de las bacterias encontradas en los ambientes acuaticos son de origen
telurico y son llevadas al agua debido a los procesos de arrastre y drenaje del suelo
(de Sousa y Silva-Sousa, 2001; Larrea et al., 2009). Sin embargo, toda masa de agua
tiene su comunidad bacteriana, aunque estas pueden variar grandemente en grupos
presentes y en el numero de células (de Sousa y Silva-Sousa, 2001; Sousa, 1996).
Entre las bacterias mas encontradas en los ecosistemas acuaticos se encuentran las
especies de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas, Citrobacter,
Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcus,
Proteus, Vibrio y Alcaligenes (de Sousa y Silva-Sousa, 2001; Obire et al., 2005).

Globalmente, existe un incremento en el interés de monitorear y restaurar los
ecosistemas de agua dulce, con el objetivo de mejorar su valor ecologico,
recreacional, cultural, educacional y econémico (Lear et al., 2009). Un monitoreo
exitoso requiere de la habilidad de describir cambios ecoldgicos significativos
utilizando indicadores cuantitativos (Ryder y Millar, 2005; Lear et al., 2009).
Frecuentemente, una serie de parametros se toman en consideracion para determinar
la calidad de un ecosistema acuatico, los que incluyen las concentraciones de
oxigeno disuelto, nitrégeno, fosforo, la turbidez, la conductividad, el pH, entre otros.
Sin embargo, las comunidades bacterianas son indicadores que responden
rapidamente a los cambios ambientales como consecuencia de su rapido ciclo de vida
(Paerl y Pinckney, 1996; Lear et al., 2008) y pueden ser utilizadas para monitorear la
variabilidad espacial y temporal presente naturalmente en sistemas de agua dulce; asi
como cambios persistentes en los ecosistemas debido a la contaminacion derivada de
la actividad humana o al cambio climéatico global (Lear et al., 2008).

En los ecosistemas acuaticos es importante evaluar los cambios en la estructura de la
comunidad microbiana, debido a que la misma constituye la base de los ciclos
biogeoquimicos de elementos como el carbono, nitrégeno y ademas juegan un
importante papel en la biosfera (Azam, 1998; Wetzel, 2001; Sekiguchi et al., 2002;
Briée et al., 2007). Por otra parte, la comunidad bacteriana interviene en la
descontaminacion de aguas residuales liberadas al ambiente a partir actividades
urbanas, industriales y agricolas, lo cual contribuye a mantener la calidad del agua.



Numerosos indices matematicos que describen la riqueza de especies dentro de la
comunidad se han utilizado para describir las poblaciones. Entre estos indices se
encuentran la riqueza de especies (S*), y los indices de Simpson (L") y Shannon-
Wiener (H"), los cuales se utilizan para determinar la estructura de una comunidad y
evaluar la diversidad.

Actualmente en Cuba existe un marcado interés por el rescate y la preservacion de
los ecosistemas acuaticos para el mejoramiento de la calidad ambiental. Por esta
razon, se han realizado numerosos estudios en el rio Almendares (Prats, 2006;
Romeu, 2007; Chiroles et al., 2007) para evaluar la calidad de sus aguas y tomar
medidas que permitan proteger la salud de la poblacién que habita en sus margenes,
asi como la de los visitantes que realizan actividades en sus areas aledafas.

Sin embargo, no se ha estudiado lo suficiente la comunidad bacteriana de este
ecosistema, lo que permitiria tener una idea del impacto que ha sufrido el rio
Almendares como consecuencia de la contaminacion derivada de la actividad
antropogeénica.

Teniendo en cuenta estos aspectos, los objetivos de este trabajo son comparar la
frecuencia de aislamiento de los géneros identificados en las diferentes estaciones de
muestreo del rio Almendares y caracterizar la estructura de la comunidad bacteriana
heterotréfica cultivable de este rio.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Toma de muestra

Los muestreos se efectuaron en los meses de Febrero, Abril, Junio y Octubre del afio
2009 en el rio Almendares. Las muestras se colectaron a partir de tres estaciones de
muestreo previamente establecidas (Prats, 2006). En la Tabla 1 se relacionan las
estaciones de muestreo evaluadas en este estudio, asi como la localizacién de las
mismas. Las colectas se realizaron en horas de la mafana y se trasladaron al
laboratorio en frascos plasticos estériles de 2L que se colocaron en una nevera
refrigerada. Las mismas se procesaron en un periodo de tiempo menor a las 4 horas.

Tabla 1. Estaciones de muestreo rio Almendares

Estaciones de | Descripcién Latitud Longitud
muestreo

A Rio Cristal 23°01°59.99” 82°24°03.77”
P Paila 23°03°23.94” 82°24°09.75”
I Puente de Hierro |23°07°36.55” 82°24°40.22”




2.2. Aislamiento e identificacion de los aislados

Para el aislamiento a partir de las muestras de aguas, se realizaron diluciones
seriadas desde 10" hasta 10° en solucién salina (0.8%) y se sembraron por
diseminacién con espatula de Drigalski en Agar Nutriente las diluciones 10° y 10 en
el caso de las estaciones Paila y Puente de Hierro y 1073 y 10™ en el caso de la
estacion Rio Cristal. En todos los casos se sembraron 0.1 mL de las diluciones y se
realizaron 3 repeticiones por dilucion en cada estacion de muestreo. Las placas
fueron incubadas por 48-72 h a 30°C.

Después de la incubacion, las colonias representativas de diferente morfologia
presentes en cada placa fueron aisladas y resembradas en nuevas placas de Agar
Nutriente hasta su purificacion. Los aislados purificados fueron conservados en
glicerol al 20%. Los cultivos puros de cada bacteria aislada fueron identificados
mediante el sistema API y el software asociado a la identificacién (Biomérieux, Lyon,
France).

Para el analisis de la frecuencia de aislamiento de los géneros identificados en las
estaciones de muestreo, se verificd la distribucion normal y la homogenidad de
varianza de los datos, a través de las pruebas Kolmogorov-Smirnov y Cochran-
Bartlett respectivamente. Posteriormente se aplico la prueba de comparacién multiple
de proporciones, utilizando el paquete estadistico Tonystat (Sigarroa, 1985).

2.3. Determinacion de los indices de diversidad

Para determinar la estructura de la comunidad bacteriana a partir de las estaciones de
muestreo estudiadas en el rio Almendares se calcularon los indices de riqueza de
especie (S*), de Simpson (L) y de Shannon-Wiener (H’). El indice de riqueza de
especie representa el numero de especies en una muestra y los indices de Simpson y
de Shannon fueron calculados segun las formulas:

(H) = (pil(loge pi)

i=1
(ni = numero de especie i en la muestra, s= numero de especies en la muestra, pi=
proporcién de la especie i en la muestra, N= numero de individuos en la muestra).

Las diferencias en S*, L’ y H’ fueron evaluadas utilizando el método de Solow (Solow,
1993; Edwards et al., 2001). Para los calculos de S*, L’ y H’ se utiliz6 un macro-
programa de Excel (Analisis de Monte Carlo) que permite aplicar el método de Solow.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de la frecuencia de aislamiento de los géneros identificados en las
diferentes estaciones de muestreo.

En el rio Aimendares se obtuvo un total de 60 aislados que se identificaron como
pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus,
Staphylococcus, Alcaligenes, Citrobacter y Pseudomonas. Estos géneros se aislan
con frecuencia de las fuentes de agua, aunque puede variar su concentracién en
funcién de las condiciones ambientales existentes en estas fuentes (Obire et al.,
2005).

En la Figura 1 se muestra la comparacion entre la frecuencia de aislamiento de los
geéneros bacterianos obtenidos en las tres estaciones del rio Almendares. Como se
puede apreciar en la estacién de muestreo Paila, el género Arthrobacter fue aislado
con mayor frecuencia en comparaciéon con la frecuencia de aislamiento de este
género en las estaciones Rio Cristal y Puente de Hierro, encontrandose diferencias
altamente significativas (p<0.001). La estacion Paila, constituye un afluente del rio
Almendares, el cual presenta serios problemas de contaminacion, donde se han
detectado concentraciones de coliformes fecales (indicadores bacterianos de
contaminacion fecal) de 1.4 x 10° UFC.100mL™ (Prats, 2006). En este afluente se
vierten directamente los residuales y las aguas albafales procedentes del Laboratorio
Farmacéutico Reynaldo Gutiérrez, lo que contribuye a la contaminacién de este
ecosistema. Este afluente se caracteriza por presentar aguas oscuras y fétidas con
bajas concentraciones de oxigeno y altas concentraciones de amonio (Rodriguez et
al., 2006); condiciones que favorecen el crecimiento de algunas especies del género
Arthrobacter (Eschbach et al., 2003).

Por otra parte los géneros Acinetobacter y Bacillus se aislaron con mayor frecuencia
en la estacion Rio Cristal comparado con las estaciones Paila y Puente de Hierro
(p<0.01). Estos géneros pueden encontrarse en agua dulce, aguas residuales y
suelos y ademas, pueden ser aislados con gran frecuencia en ecosistemas acuaticos
eutroficados (Edwards et al.,, 2001) como es el caso de la estacidon de muestreo Rio
Cristal, la cual presenta abundante crecimiento de plantas acuaticas, como es el caso
de la lechuga de agua (Pistia stratioides). Estas plantas consumen gran cantidad de
oxigeno disuelto en el agua, contribuyendo a la hipoxia del agua, caracteristica que se
hace mas cronica cuando las plantas mueren, por la gran cantidad de sélidos en
suspension existente, que se traduce en altas concentraciones de materia organica
(Pearl, 2006; Torbick et. al., 2008; Arpajon et al., 2011).

En sentido general los géneros mas aislados en el rio Almendares fueron Bacillus,
Arthrobacter y Acinetobacter lo cual esta en correspondencia con lo planteado por
Edwards et al. (2001), quienes aislaron fundamentalmente los géneros Bacillus y
Acinetobacter en un lago eutroficado en Reino Unido. Por otra parte, el género
Arthrobacter, puede ser aislado en ambientes acuaticos donde existen altas
concentraciones de amonio (Eschbach et al, 2003), situaciébn que se presenta
fundamentalmente en la estacion Paila.
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Figura 1. Comparacion entre la frecuencia de aislamiento de los géneros
bacterianos obtenidos en las estaciones del rio Almendares. Letras no comunes
indican diferencias significativas para la prueba Tukey (p<0.001) entre la
frecuencia de aislamiento del mismo género en las diferentes estaciones de
muestreo.

3.2. Estructura de la comunidad bacteriana en el rio Almendares

Para la determinacion de la diversidad de la comunidad bacteriana heterotréfica
cultivable en las tres estaciones del rio Almendares, se compararon sus estructuras,
utilizando los indice S*, L' y H’, calculados para las muestras tomadas en la diferentes
estaciones.

Para analizar si existian diferencias significativas entre las estaciones de muestreo,
los parametros S*, L’ y H’ se compararon utilizando el método de Solow. Esta prueba
permite conocer si las diferencias entre los parametros analizados para dos muestras
son producto de la aleatorizacion del muestreo (permitiendo diferencias en el tamano
de las muestras) o son el resultado de diferencias reales en la distribucién bacteriana,
aislada a partir de las diferentes estaciones del rio Almendares.

Respecto al indice de riqueza de especies, no se obtuvieron diferencias significativas
entre las tres estaciones de muestreo analizadas, con valores de 6, 6 y 5 para Rio
Cristal, Paila y Puente de Hierro respectivamente (Figura 2a); sin embargo, se puede
observar que los indices de Simpson (L) y Shannon-Wiener (H") disminuyen de
corriente arriba (estacion Rio Cristal) a corriente abajo (estaciéon Puente de Hierro), lo
que significa que la probabilidad de que dos aislados tomados al azar resulten ser la
misma especie (expresado a través del indice de Simpson) y la diversidad bacteriana
(expresada a través del indice de Shannon) disminuyen en esta direccion.
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Figura 2. Comportamiento de los indices de diversidad S$* (a), L’ (b) y H’(c) en las
estaciones del rio Almendares. Letras no comunes indican diferencias
significativas (p<0.05). Los valores de los indices de diversidad fueron
estimados re-muestreando 10 000 veces a partir de las muestras originales y
tomando la media de los datos calculados. Las barras de error indican la
desviacion estandar de 3 repeticiones.



En la estacién Rio Cristal se obtuvieron 26 aislados y existe un predominio del género
Bacillus con respecto a los demas, sin embargo, en la estacion Paila donde se
obtienen un total de 21 aislados, se puede observar el predominio de los géneros
Arthrobacter y Bacillus. En cambio en la estaciéon Puente de Hierro s6lo se obtuvieron
14 aislados, predominando el género Bacillus. Sekiguchi et al. (2002) obtuvieron
resultados similares en un estudio realizado en el rio Changjiang durante dos afos,
en el cual la diversidad bacteriana determinada por el indice de Shannon, disminuia
gradualmente de corriente arriba a corriente abajo. Este resultado indico que de
corriente arriba a corriente abajo la variedad de las especies bacterianas disminuia y
cepas bacterianas especificas comenzaban a dominar, situacidn muy similar a la
encontrada en el rio Almendares, donde el género Bacillus, predomina en las tres
estaciones analizadas.

En nuestro estudio la estaciéon Rio Cristal muestra los mayores valores de diversidad
con indices de Simpson y Shannon de 0.311 y 1.403 respectivamente, siendo esta la
estacion menos contaminada. Con respecto al indice de Shannon, Edwards et al.
(2001) obtuvieron valores de 1.96-2.32 en un lago eutroficado de Reino Unido,
resultados superiores a los nuestros. Rio Cristal es una estacion eutroficada debido a
las altas concentraciones de fosfatos (2 mg.L™") que se encuentran por encima de lo
establecido por las normas segun Rodriguez et al. (2006), lo cual ha favorecido el
crecimiento excesivo de plantas acuaticas como es el caso de Eichhornia crassipes y
Pistia stratioides. El hecho de que nuestros resultados sean inferiores a los de los
autores anteriores puede deberse a la excesiva acumulacion de materia organica a
partir de las plantas acuaticas presentes en Rio Cristal (Figura 3), las cuales limitan la
difusion del oxigeno, lo que influye en la composiciéon de la comunidad bacteriana
heterotrdfica.

Figura 3. Plantas acuaticas en la estacion de Rio Cristal

Con respecto a la estacion Paila, en ella se encontraron valores de indice de Simpson
y Shannon inferiores a los de Rio Cristal, apreciandose la influencia del aumento de la
contaminacién sobre la diversidad. En estudios previos, Prats (2006), Rodriguez et al.
(2006) y Romeu (2007) plantearon que el Paila era la estacion mas contaminada del
rio Almendares, con altos valores de contaminacion fecal y metales pesados y bajas
concentraciones de oxigeno disuelto; debido al constante vertimiento de aguas



residuales de origen doméstico e industrial proveniente de asentamientos
poblacionales y del Laboratorio Farmacéutico “Reynaldo Gutiérrez”, que afectan la
calidad de esta agua.

En la estacion Puente de Hierro fueron obtenidos los menores valores de indices de
Simpson y Shannon (L'=0.198 y H'=1.386) (Figuras 2b y 2c). La estacion Puente de
Hierro se encuentra localizada en el estuario del Rio Almendares, con valores de
salinidad de 2 439 mg.L" segin Chiroles et al. (2007). Se ha informado que la
tolerancia a la salinidad en aguas salobres ejerce una seleccion sobre la flora y la
fauna, siendo estas mas pobres en términos de especies, en los estuarios comparado
con los rios y océanos (Sekiguchi et al., 2002). Este hecho podria constituir una de las
causas de la baja diversidad bacteriana heterotrofica.

Simek et al. (2001) sugirieron que las diferencias en la comunidad bacteriana en el rio
Ter en Espafa, eran el resultado de complejas interacciones asociadas con
numerosos factores, tales como variaciones en las condiciones hidrolégicas y
nutrientes, disponibilidad de sustrato y la predacion. Rodriguez et al. (2006)
determinaron las concentraciones de nitratos en la estacion de Puente de Hierro, las
cuales fueron de 1.7 mg.L™". Estas concentraciones se encuentran por debajo de los
valores de referencia (10 mg.L™") (Frits, 1990), lo cual constituye otro hecho que
justifica la baja diversidad bacteriana en Puente de Hierro. Otros factores que pueden
contribuir a los resultados obtenidos en esta estacion son la concentracion de oxigeno
disuelto y las altas concentraciones de zinc, cadmio y plomo, las cuales fueron de
11.51ug.L™, 0.61 pg.L™"' vy 65.56 pg.L™", respectivamente. Estos parametros muestran
la pérdida de la calidad de estas aguas, debido a la contaminacién, factor que segun
Atlas y Bartha (1998) contribuye a la pérdida de diversidad.

4. CONCLUSIONES

- La composicién de la comunidad bacteriana fue diferente en las estaciones
estudiadas, aislandose con mayor frecuencia el género Arthrobacter en el Paila y los
géneros Bacillus y Acinetobacter en la estacion Rio Cristal.

- No se encontraron diferencias significativas con respecto a la riqueza de especies,
sin embargo los indices de Simpson y Shannon disminuyen de corriente arriba (Rio
Cristal) a corriente abajo (Puente de Hierro), evidenciandose una disminucion de la
diversidad bacteriana.
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