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En este trabajo se aislaron microorganismos asociados a la filosfera de Thalassia tes-
tudinum, un pasto marino que ofrece protección a los ambientes costeros de la ero-
sión, contribuye a la disminución del gas invernadero dióxido de carbono y favorece la 
diversidad planctónica y bentónica asociada a las praderas. El objetivo de este trabajo 
es explorar la diversidad microbiana de la superficie foliar de T. testudinum, aislando 
los microorganismos mediante dos métodos: (1) por impresión foliar directa en me-
dios de cultivo y (2) por enriquecimiento previo en solución nutritiva (0,1 M KH2PO4, 0,1 
% de peptona con un pH de 7,0), caracterizarlos macro y microscópicamente a través 
de tinción de Gram y explorar la actividad enzimática de cada morfotipo en algunos 
medios de cultivo selectivos. Los resultados revelaron la presencia de 5 morfotipos 
bacterianos, con dominancia de bacilos Gram negativos, un solo morfotipo levaduri-
forme y ningún hongo filamentoso. 

La actividad enzimática de los morfotipos bacterianos mostró que 2 de 5 fueron 
oxidasa y catalasa positivos, que el morfotipo 1 (bacilo Gram negativo) fue positivo para 
solubilización de fósforo, el morfotipo 3 (bacilo Gram negativo) fue amilasa y proteasa 
positivos y el morfotipo 5 (coco Gram positivo) fue proteasa positiva. Ningún morfotipo 
degradó la celulosa. Estos resultados sugieren la presencia de microorganismos aerobios 
y anaerobios facultativos en la filosfera de estos pastos marinos con un potencial para la 
degradación de proteínas y almidones, además de la capacidad de solubilizar fósforo en 
ambientes marinos donde este nutriente esté limitado en su biodisponibilidad.

Palabras clave: diversidad microbiana; actividad enzimática; bacilos Gram negativos
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introducción
El Parque Nacional Natural Tayrona (pnnt), territorio ancestral de cuatro comunidades 
indígenas, ha sido reconocido como una de las zonas con mayor biodiversidad de Co-
lombia y de Sudamérica, que cuenta con una extensión de 15 000 ha, de las cuales 3000 
son marinas (Chiquillo Cuenta, 2022; Müller, 2024). El pnnt es zona protegida dentro de la 
Sierra Nevada de Santa Marta, declarada por la Organización de las Naciones Unidas para 
la Educación, la Ciencia y la Cultura (Unesco, s. f.) como reserva de la biosfera en 1979.

En la zona marina del pnnt se destaca la especie Thalassia testudinum, también 
conocida como hierba de tortuga que hace parte de las praderas marinas en el Caribe y 
pertenece al grupo de las angiospermas que evolucionaron de tierra firme a ambientes 
marinos, gracias a adaptaciones tales como tejidos de aerénquima, almacenes de almi-
dón en sus raíces y polinización hidrófila (Vargas Ochoa et al., 2009). Es la especie más 
abundante en el Caribe colombiano, con una distribución a lo largo del Atlántico occiden-
tal, desde el golfo de México hasta Venezuela (Albis Salas, 2010).

Thalassia testudinum ofrece protección de la erosión de ambientes costeros, ab-
sorción de dióxido de carbono y mejoramiento de la calidad del agua (Ospina Hoyos et 
al., 2010). También es fundamental en la cadena trófica del ecosistema marino, ya que de 
estas praderas se alimentan herbívoros que descomponen sus tejidos y por vía detrítica 
los consumidores secundarios se benefician de ellas, haciendo que los nutrientes que se 
obtienen se acumulen y pasen desde el nivel trófico más bajo hasta el más alto (Vicente 
et al., 1980).

Por lo anterior, T. testudinum es un potencial bioindicador de los ecosistemas marinos 
en el Caribe colombiano, que se puede utilizar para monitorear los impactos de las perturba-
ciones generadas por el turismo en esta región del país, al ofrecer refugio, áreas de alimen-
tación y de cría de una gran biodiversidad íctica, en los que resaltan las especies Acanthurus 
bahianus (pez cirujano), Hemiramphus brasiliensis (balajú), Sparisoma radians (pez loro) y 
Chelonia mydas (tortuga verde) (Ariza et al., 2012; Vicente et al., 1980). También a estas prade-
ras se les asocia la presencia de corales como Manicina areolata, Oculina spp. y Siderastrea 
radians (Márquez y Guillot, 1983). 

Por otro lado, estos pastos marinos poseen la capacidad de reproducirse sexual-
mente cuando las condiciones ambientales son óptimas y favorables, mientras que, por 
el contrario, cuando no son favorables, producto de perturbaciones antropogénicas, su 
reproducción pasa a ser asexual (clonación) (Paiz Mazariegos, 2013). Sin embargo, dichas 
praderas también son afectadas por enfermedades como la producida por el protista 
Labyrinthula sp., que las ha afectado en el parque Tayrona (Castro-González et al., 2022; 
Durako y Kuss, 1994) en diferentes años.
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Actualmente, son pocos los trabajos en cuanto a la diversidad microbiana en T. 
testudinum en Colombia, como el de Castro-González y Gómez-López (2023), en el 
cual se evaluó la presencia de hongos endófitos en T. testudinum en el Caribe colom-
biano, por medio de la secuenciación de la región its. En cuanto al mar Caribe des-
taca el estudio de Ugarelli et al. (2024a), en el que se presenta una caracterización 
de las comunidades microbianas de T. testudinum mediante un análisis de secuencias 
amplificadas del ARNr 16S, y el de Aires et al. (2021), en el cual se comparan las co-
munidades bacterianas asociadas a Halodule wrightii y T. testudinum con respecto a 
Halophila stipulacea a través de análisis de secuencias amplificadas del ARNr 16S. 

Se ha reportado que los microorganismos presentes en T. testudinum pertenecen a 
las familias Desulfobulbaceae y Saprospiraceae (Aires et al., 2021; Ugarelli et al., 2018) y 
a los grupos de hongos ascomicetos y basidiomicetos (Castro-González y Gómez-López, 
2023) como Penicillium, Fusarium, Cladosporium y Trichoderma, entre otros (Mata y Ce-
brián, 2013; Ugarelli et al., 2024b), los cuales pueden llegar a ser susceptibles a cambios 
en la temperatura, la luz, la profundidad y la salinidad (López et al., 1998; Ugarelli et al., 
2018) que son fundamentales en la respuesta a estrés fisiológico por parte de T. testu-
dinum (Ugarelli et al., 2017). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es comparar dos 
métodos de aislamiento y cultivo de bacterias y hongos asociados a la superficie de las 
hojas y explorar la diversidad microbiana de T. testudinum.

materiales y métodos
Las muestras de hojas de T. testudinum fueron colectadas en la bahía de Chengue del 
Parque Nacional Natural Tayrona, por parte del Instituto de Investigaciones Costeras 
y Marinas José Benito Vives de Andreis (Invemar) y fueron guardadas en gasas estéri-
les humedecidas con agua destilada estéril y enviadas a 4 °C a los laboratorios de la 
Universidad Militar Nueva Granada (umng), sede campus Cajicá, para su análisis.

obtención de morfotipos
En el laboratorio se eliminaron las epífitas de las hojas con ayuda de unas pinzas 
estériles, con el fin de limpiarlas. Para el aislamiento de las bacterias y los hongos 
de las hojas se utilizaron dos métodos. Uno por impresión foliar, en el cual se puso 
la hoja sobre el medio agar nutritivo para bacterias y para hongos agar pda, ambos 
preparados con agua de mar artificial (g/L: NaCl 23,6 g, KCl 0,64 g, MgCl2.6H2O 4,53 
g, MgSO4.7H2O 5,94 g, CaCl2.2H2O 1,30 g), y con ayuda de una espátula Drigalski se 
presionó suavemente por 3 minutos y, por último, se retiró la hoja (Mario et al., 2013; 
Poveda et al., 2010).
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En el segundo método, la hoja fragmentada se inoculó en 3 ml de solución bu-
ffer (0,1 M de K₂HPO₄, 0,1 % de peptona con un pH 7) (Monroy Castro y Lizarazo Forero, 
2010) y se agitó por 45 minutos a 120 rpm. Posteriormente, se centrifugó a 9000 rpm 
por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 500 
µL de la solución buffer, y de este se tomaron 100 µL para inocular por extensión en 
los medios de agar nutritivo y pda con agua de mar artificial (g/L: NaCl 23,6 g, KCl 
0,64 g, MgCl2.6H2O 4,53 g, MgSO4.7H2O 5,94 g, CaCl2.2H2O 1,30 g), distribuyendo de 
forma homogénea en toda la caja con ayuda de una espátula Drigalski (Mario et al., 
2013; Poveda et al., 2010).

La incubación de los microorganismos de ambos métodos se realizó durante 24 
horas a una temperatura promedio de 28 °C (Poveda et al., 2010). Luego se realizaron 
los aislamientos respectivos con la finalidad de obtener colonias puras en los mis-
mos medios de cultivo (nutritivo o pda con agua de mar artificial).

Caracterización macroscópica y microscópica: Con ayuda de un estereoscopio 
se realizó la descripción macroscópica de las bacterias, evaluando el crecimiento, la 
elevación, el borde, la superficie, la forma y el color de cada colonia. Además, a partir 
de las tinciones de Gram se llevó a cabo la descripción microscópica, mientras que 
para hongos se observa el crecimiento en la caja de Petri tenido en cuenta el color 
del haz y envés, y a partir de tinción con azul de lactofenol se realizó la descripción 
microscópica. Todo ello siguiendo los protocolos descritos en las guías de laboratorio 
de microbiología del programa de Biología Aplicada de la umng.

Actividad enzimática: Los medios específicos utilizados para explorar la acti-
vidad enzimática en bacterias fueron srs para bacterias solubilizadoras de fósforo, 
cmc para solubilizadoras de celulosa, agar leche para detectar actividad proteolítica 
y agar almidón para solubilizadoras de almidón. Además, se realizan pruebas de oxi-
dasa y catalasa, que ayudan a determinar si los morfotipos son aerobios, anaerobios 
facultativos o anaerobios siguiendo los protocolos descritos en las guías de laborato-
rio de microbiología del programa de Biología Aplicada.

La actividad enzimática se determinó mediante la observación de halos para 
cada aislamiento por duplicado. Para el agar leche y almidón, se consideró positiva si 
había formación de un halo transparente, mientras que en el agar srs y cmc, si había 
un halo de color naranja. En el caso de resultados positivos, se calculó el índice de 
solubilidad (IS), usando la ecuación presentada más abajo, y se analizaron estos da-
tos mediante un análisis de varianza (anova) con un valor de p < 0,05 (Nguyen et al., 
2023), realizado en el programa RStudio, versión 2024.04.2+764.

IS= (Diámetro del halo (mm)-Diámetro de la colonia bacteriana (mm)
(Diámetro del halo (mm) 
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resultados
Los resultados mostraron la presencia de cuatro morfotipos bacterianos Gram nega-
tivos y un morfotipo Gram positivo con diferentes tipos de crecimiento, aislados en 
el agar nutritivo con agua de mar artificial, a excepción del morfotipo 5, que se aisló 
y creció en agar pda, como se observa en las figuras 1 y 2. Se obtuvieron tres morfo-
tipos por el método de impresión foliar y dos adicionales por el método de solución 
nutritiva con buffer, con variación en sus características macroscópicas, según se 
describe en la tabla 1.

Figura 1. Morfotipos bacterianos de la filosfera de T. testudinum aislados por solución nu-
tritiva con buffer. El morfotipo 1, mostrado en A (macro) y B (micro); y el morfotipo 2, mostrado 

en C (macro) y D (micro)

Fuente: elaboración propia.

Figura 2. Morfotipos bacterianos de la filosfera de T. testudinum aislados por impresión 
foliar. El morfotipo 3, mostrado en A (macro) y B (micro); el morfotipo 4, mostrado en C (ma-

cro) y D (micro); y el morfotipo 5, mostrado en E (macro) y F (micro

Fuente: elaboración propia.



Semilleros
Universidad Militar Nueva Granada

144144

Tabla 1. Características morfológicas de los aislados bacterianos procedentes de la 
filosfera de T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solución nutritiva con buffer e 

impresión foliar)

Fuente: elaboración propia.

Las actividades enzimáticas se muestran en las tablas 2 y 3. El morfotipo 1 pre-
sentó únicamente actividad solubilizadora de fosfato y resultó positivo para oxidasa 
y catalasa. El morfotipo 3 mostró actividad proteolítica y solubilizadora de almidón, 
además de ser positivo para oxidasa y catalasa. El morfotipo 5 presentó actividad 
proteolítica, aunque fue negativo para oxidasa y catalasa. Los demás morfotipos no 
mostraron actividad enzimática.

Para los morfotipos 3 y 5 que fueron proteasa positivos, al comparar si uno te-
nía mayor actividad mediante su IS y con el apoyo del anova, se obtuvo que no hay 
diferencias significativas, dado que se halló p = 0,90, valor mayor que 0,05. Por tanto, 
ambos morfotipos solubilizaron de igual forma la caseína presente en el medio.

Además, se aisló un solo morfotipo levaduriforme, como se observa en la figura 
3, en medio pda salino a partir del método de impresión foliar.
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Fuente: elaboración propia.

Figura 4. Evaluación de la actividad enzimática con medios específicos, en la cual A 
corresponde al morfotipo bacteriano 5 en agar leche; B, al morfotipo bacteriano 3 en agar 

almidón; y C, al morfotipo bacteriano 1 en agar srs   Fuente: elaboración propia.

Tabla 2. Actividad enzimática de los morfotipos bacterianos aislados de la filosfera de 
T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solución nutritiva con buffer e impresión foliar)

Fuente: elaboración propia.

Figura 3. Morfotipo de levaduriforme de la filosfera de T. testudinum aislados por impre-
sión foliar. A (macroscópica) y B (microscópico tinción cristal violeta)
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Tabla 3. Índices de solubilidad de los morfotipos bacterianos aislados de la filosfera de 
T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solución nutritiva con buffer e impresión foliar)

discusión
La baja presencia de morfotipos bacterianos aislados de la filosfera de T. testudinum 
puede deberse en parte a la edad de las hojas o el tiempo que llevan conservadas, 
ya que a medida que envejece la hoja su capacidad de sintetizar proteínas disminuye 
(Ugarelli et al., 2018); por tanto, no podría ofrecerle de igual forma una fuente de re-
cursos a las comunidades bacterianas presentes en la filosfera, comportamiento que 
no es normal, ya que las hojas en las praderas poseen una alta diversidad de bacte-
rias heterotróficas (Mishra y Mohanraju, 2018). 

Por otro lado, se presentó una dominancia de bacterias Gram negativas, lo cual 
contrasta con los estudios de Mishra y Mohanraju (2018) y de Wahbeh y Mahasneh 
(1984), que reportan una dominancia de bacterias Gram positivas en las praderas ma-
rinas incluyendo T. testudinum.

Teniendo en cuenta que las bacterias fueron aisladas de la parte aérea (hojas) de 
T. testudinum, sería normal encontrar una dominancia de bacterias aerobias, debido a 
que los niveles de oxígeno son más altos en comparación con la rizosfera (Wahbeh y 
Mahasneh, 1984), lo cual contrasta con que tres de los cinco morfotipos son aparen-
temente anaerobios o anaerobios facultativos.

El morfotipo bacteriano 5 se aisló en medio pda, lo que sugiere que es una bac-
teria heterótrofa, que aprovecha las azúcares presentes en este medio como fuente 
de carbono. Así mismo, se ha reportado la presencia de estas bacterias de los gé-

Fuente: elaboración propia.
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neros Acinetobacter (bacilos o bacilococos Gram negativos), Arthrobacter (bacilos o 
cocos Gram positivos) y Micrococcus (cocos Gram positivos) en T. testudinum y otras 
praderas, aprovechando el carbono orgánico soluble que liberan como fuente de car-
bono (Wahbeh y Mahasneh, 1984; Williams et al., 2009).

En cuanto a la actividad enzimática, los 5 morfotipos fueron negativos para la 
degradación de celulosa, lo que concuerda con la estrategia de supervivencia de las 
praderas marinas para inhibir estas bacterias que pueden degradar sus paredes ce-
lulares (Ren et al., 2022). Lo anterior contrasta con los resultados obtenidos por Sim-
bolon et al. (2023), quienes sí reportan esta actividad enzimática en bacterias Gram 
positivas y negativas tipo Actinobacterias en pastos marinos.

Solo el morfotipo 1 fue positivo para solubilizar el fósforo, lo cual ha sido re-
portado previamente en la rizosfera de Thalassia, con bacterias pertenecientes a los 
géneros Bacillus, Pseudomona y Curtobacterium (Lin et al., 2021; Saranya et al., 2022; 
Zhao et al., 2020). Los datos indican que el morfotipo 3 tiene actividad proteolítica y 
amilolítica, lo cual ha sido reportado en praderas para bacterias del género Bacillus 
(Pringgenies et al., 2024; Ren et al., 2022; Sivaramakrishnan y Arumugam, 2020) y Vi-
brio (Bibi et al., 2018). Sin embargo, estos dos géneros son bacterias Gram positivas. 

El morfotipo 5 podría pertenecer al género Staphylococcus que ha sido reportado 
en pastos marinos, y comparte la morfología microscópica (coco Gram positivo), ade-
más de ser proteasa positiva (Bibi et al., 2018); no obstante, para todos los casos se 
recomienda a partir de este estudio hacer pruebas más exhaustivas e incluso realizar 
secuenciamiento de los morfotipos aislados para poder determinar exactamente a 
qué género corresponde cada uno de ellos.

Finalmente, el bajo número de morfotipos recuperados de la filosfera de T. testu-
dinum es un limitante en cuanto a que da una visión muy limitada de lo que puede ser 
la diversidad microbiana real de esta pradera. Este trabajo abre las puertas a realizar 
un mayor esfuerzo en aislar nuevos morfotipos y de conocer su actividad enzimática, 
lo que puede llevar a entender su rol en la planta y en los ecosistemas marinos, ya 
sea que estos microorganismos sean posibles promotores del crecimiento vegetal o 
tengan algún tipo de acción antagónica respecto a patógenos.

conclusiones
De esta investigación se obtuvieron morfotipos con actividad proteolítica y amilolítica 
que pueden tener potencial para aplicaciones prácticas en el ámbito de la mitigación de 
la contaminación marina; sin embargo, se deben desarrollar estudios más amplios para 
determinar el género bacteriano aislado y su potencial.
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