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71 RESUMEN

En este trabajo se aislaron microorganismos asociados a la filosfera de Thalassia tes-

tudinum, un pasto marino que ofrece proteccién a los ambientes costeros de la ero-
sién, contribuye a la disminucion del gas invernadero dioxido de carbono y favorece la
diversidad planctonicay bentdnica 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 impresion foliar directa en me-
dios de cultivo y (2) por enriquecimiento previo en solucion nutritiva (0] M KH,PO4, 0,1
% de peptona con un pH de 7,0), caracterizarlos macro y microscopicamente a través
de tincion de Gram y explorar la actividad enzimatica 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 ningun hongo filamentoso.

La actividad enzimatica de los morfotipos bacterianos mostré que 2 de 5 fueron
oxidasa y catalasa positivos, que el morfotipo 1 (bacilo Gram negativo) fue positivo para
solubilizacion de fésforo, el morfotipo 3 (bacilo Gram negativo) fue amilasa y proteasa
positivos y el morfotipo 5 (coco Gram positivo) fue proteasa positiva. Ningun morfotipo
degrado 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
degradacion de proteinas y almidones, ademas de la capacidad de solubilizar fosforo en
ambientes marinos donde este nutriente esté limitado en su biodisponibilidad.

Palabras clave: diversidad microbiana; actividad enzimatica; bacilos Gram negativos
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INTRODUCCION

El Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT), territorio ancestral de cuatro comunidades
indigenas, ha sido reconocido como una de las zonas con mayor biodiversidad de Co-
lombia y de Sudameérica, que cuenta con una extension de 15 000 ha, de las cuales 3000
son marinas (Chiquillo Cuenta, 2022; Mller, 2024). EL PNNT es zona protegida dentro de la
Sierra Nevada de Santa Marta, declarada por la Organizaciéon de las Naciones Unidas para
la Educacion, 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-
doén en sus raices y polinizacion hidréfila (Vargas Ochoa et al., 2009). Es la especie mas
abundante en el Caribe colombiano, con una distribucion a lo largo del Atlantico occiden-
tal, desde el golfo de México hasta Venezuela (Albis Salas, 2010).

Thalassia testudinum ofrece proteccion de la erosion de ambientes costeros, ab-
sorcion de didéxido de carbono y mejoramiento de la calidad del agua (Ospina Hoyos et
al., 2010). También es fundamental en la cadena tréfica del ecosistema marino, ya que de
estas praderas se alimentan herbivoros que descomponen sus tejidos y por via detritica
los consumidores secundarios se benefician de ellas, haciendo que los nutrientes que se
obtienen se acumulen y pasen desde el nivel trofico mas bajo hasta el mas 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 region del pais, al ofrecer refugio, areas de alimen-
tacion y de cria de una gran biodiversidad ictica, en los que resaltan las especies Acanthurus
bahianus (pez cirujano), Hemiramphus brasiliensis (balaju), 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 (Marquez y Guillot, 1983).

Por otro lado, estos pastos marinos poseen la capacidad de reproducirse sexual-
mente cuando las condiciones ambientales son dptimas y favorables, mientras que, por
el contrario, cuando no son favorables, producto de perturbaciones antropogénicas, su
reproduccion pasa a ser asexual (clonacién) (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-Gonzalez et al., 2022;
Durako y Kuss, 1994) en diferentes afos.
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Actualmente, son pocos los trabajos en cuanto a la diversidad microbiana en T.
testudinum en Colombia, como el de Castro-Gonzalez y Goémez-Lbépez (2023), en el
cual se evalud la presencia de hongos enddéfitos en T. testudinum en el Caribe colom-
biano, por medio de la secuenciacion de la region ITS. En cuanto al mar Caribe des-
taca el estudio de Ugarelli et al. (2024a), en el que se presenta una caracterizacion
de las comunidades microbianas de T. testudinum mediante un analisis 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 analisis 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-Gonzalez y Gdmez-Lopez,
2023) como Penicillium, Fusarium, Cladosporium y Trichoderma, entre otros (Mata y Ce-
brian, 2013; Ugarelli et al., 2024b), los cuales pueden llegar a ser susceptibles a cambios
en la temperatura, la luz, la profundidad y la salinidad (Lopez et al., 1998; Ugarelli et al.,
2018) que son fundamentales en la respuesta a estrés fisioldgico 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 METODOS

Las muestras de hojas de T. testudinum fueron colectadas en la bahia 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 Cajica, para su analisis.

OBTENCION DE MORFOTIPOS

En el laboratorio se eliminaron las epifitas 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 impresion 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, MgCl2.6H20 4,53
g, MgS04.7H20 5,94 g, CaCl2.2H20 1,30 g), y con ayuda de una espatula Drigalski se
presiond suavemente por 3 minutos y, por ultimo, se retirdé la hoja (Mario et al., 2013;
Poveda et al., 2010).
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En el segundo método, la hoja fragmentada se inoculd en 3 ml de solucién bu-
ffer (0] M de K,HPO,, 0,1 % de peptona con un pH 7) (Monroy Castro y Lizarazo Forero,
2010) y se agitd por 45 minutos a 120 rpm. Posteriormente, se centrifugd a 9000 rpm
por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendioé en 500
WL de la solucion buffer, y de este se tomaron 100 pL para inocular por extension en
los medios de agar nutritivo y PDA con agua de mar artificial (g/L: NaCl 23,6 g, KCl
0,64 g, MgCl2.6H20 4,53 g, MgS04.7H20 5,94 g, CaCl2.2H20 1,30 g), distribuyendo de
forma homogénea en toda la caja con ayuda de una espatula Drigalski (Mario et al.,
2013; Poveda et al., 2010).

La incubacion de los microorganismos de ambos métodos se realizé 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).

Caracterizacion macroscopica y microscépica: Con ayuda de un estereoscopio
se realizo la descripcidn macroscoépica de las bacterias, evaluando el crecimiento, la
elevacion, el borde, la superficie, la formay el color de cada colonia. Ademas, a partir
de las tinciones de Gram se llevd a cabo la descripcidon microscépica, 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 tincién con azul de lactofenol se realizd la descripcién
microscopica. Todo ello siguiendo los protocolos descritos en las guias de laboratorio
de microbiologia del programa de Biologia Aplicada de la UMNG.

Actividad enzimatica: Los medios especificos utilizados para explorar la acti-
vidad enzimatica en bacterias fueron SRS para bacterias solubilizadoras de fésforo,
CMC para solubilizadoras de celulosa, agar leche para detectar actividad proteolitica
y agar almidon para solubilizadoras de almidén. Ademas, 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 guias de laborato-
rio de microbiologia del programa de Biologia Aplicada.

La actividad enzimatica se determiné mediante la observacién de halos para
cada aislamiento por duplicado. Para el agar leche y almidén, se considerd positiva si
habia formacién de un halo transparente, mientras que en el agar SRS y CMC, si habia
un halo de color naranja. En el caso de resultados positivos, se calculd el indice de
solubilidad (IS), usando la ecuacion presentada mas abajo, y se analizaron estos da-
tos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un valor de p < 0,05 (Nguyen et al.,
2023), realizado en el programa RStudio, version 2024.04.2+764.

IS= (Diametro del halo (mm)-Diametro de la colonia bacteriana (mm)
(Diametro 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 excepcion del morfotipo 5, que se aislo
y crecio en agar PDA, como se observa en las figuras 1y 2. Se obtuvieron tres morfo-
tipos por el método de impresién foliar y dos adicionales por el método de solucion
nutritiva con buffer, con variacién en sus caracteristicas macroscopicas, segun se
describe en la tabla 1.

Figura 1. Morfotipos bacterianos de la filosfera de T. testudinum aislados por solucién 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: elaboracién propia.

Figura 2. Morfotipos bacterianos de la filosfera de T. testudinum aislados por impresion
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: elaboracién propia.
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Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de los aislados bacterianos procedentes de la
filosfera de T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solucidén nutritiva con buffer e

impresion foliar)

Descripelin macroscdplca
AMorfotlpe Crecimiento Elevacién Borde Consistencla Superficie
solucion 1 Circular  Convexo  Liso Cremoso Cerosa
::;m: n“'I:rl1':||thl'lr:r‘:m:l 2 Liregula Plano Fugoso Seca Cerosa
Imgresiin 3 Irregular Plana Ondulado Seca Cerosa
foliar 4 Fusiforme  Plana  Ondulads Cremoso  Cerosa
3 Irregular Convexo  Liso Cremoso Brillante

Fuente: elaboracién propia.

Las actividades enzimaticas se muestran en las tablas 2 y 3. El morfotipo 1 pre-
sentd Unicamente actividad solubilizadora de fosfato y resultd positivo para oxidasa
y catalasa. El morfotipo 3 mostré actividad proteolitica y solubilizadora de almidon,
ademas de ser positivo para oxidasa y catalasa. El morfotipo 5 presentd actividad
proteolitica, aunque fue negativo para oxidasa y catalasa. Los demas morfotipos no
mostraron actividad enzimatica.

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

Ademas, se aislé un solo morfotipo levaduriforme, como se observa en la figura
3, en medio PDA salino a partir del método de impresion foliar.
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Figura 3. Morfotipo de levaduriforme de la filosfera de T. testudinum aislados por impre-

sién foliar. A (macroscopica) y B (microscopico tincion cristal violeta)

Fuente: elaboracién propia.

Figura 4. Evaluacion de la actividad enzimatica con medios especificos, en la cual A
corresponde al morfotipo bacteriano 5 en agar leche; B, al morfotipo bacteriano 3 en agar

almidon; y C, al morfotipo bacteriano 1 en agar SRS Fuente: elaboracion propia.

Tabla 2. Actividad enzimatica de los morfotipos bacterianos aislados de la filosfera de

T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solucién nutritiva con buffer e impresion foliar)

Actividad enrimatica

Solubilizadoras Maorfologia
Morfotipo Gram Cxidasa Catalasa Celulasa Amilasa Froteasa
de fsforo microscopica
Saluclin
Mitodo de nutritiva 1 + + + - - - Bacilo
alslamiento ©00 buller - - - - - - - Bacllococo
Impresion - + + . - + b Bacilo
Taliar 4 ; - - - - - - Bacilococo
5 + - - - - - + Coro

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla 3. indices de solubilidad de los morfotipos bacterianos aislados de la filosfera de

T. testudinum obtenidos por los dos métodos (solucién nutritiva con buffer e impresion foliar)

Indices de solubilidad

Solubilizadoras de

Morfotipo Celulasa Amilaza  Proteasa
Tosforo
Solucion 1 0.4 + 0,05 ’ ; ]
nuiritiva con
Método de  pee 2 : / J /
alzlamienin 0.64 +
3 087 £ 0,09
0,5
Impresitn 4
folinr 5 0,77 £ 0,25

Fuente: elaboracién propia.

DISCUSION

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 proteinas disminuye
(Ugarelli et al., 2018); por tanto, no podria 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 heterotroficas (Mishra 'y Mohanraju, 2018).

Por otro lado, se presentd 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, seria normal encontrar una dominancia de bacterias aerobias, debido a
que los niveles de oxigeno son mas altos en comparacion 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 aislé en medio PDA, lo que sugiere que es una bac-
teria heterdtrofa, que aprovecha las azlcares presentes en este medio como fuente
de carbono. Asi mismo, se ha reportado la presencia de estas bacterias de los gé-
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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 organico soluble que liberan como fuente de car-
bono (Wahbeh y Mahasneh, 1984; Williams et al., 2009).

En cuanto a la actividad enzimatica, los 5 morfotipos fueron negativos para la
degradaciéon 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 si reportan esta actividad enzimatica en bacterias Gram
positivas y negativas tipo Actinobacterias en pastos marinos.

Solo el morfotipo 1 fue positivo para solubilizar el fésforo, 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 proteolitica y
amilolitica, 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 podria pertenecer al género Staphylococcus que ha sido reportado
en pastos marinos, y comparte la morfologia microscdpica (coco Gram positivo), ade-
mas de ser proteasa positiva (Bibi et al., 2018); no obstante, para todos los casos se
recomienda a partir de este estudio hacer pruebas mas exhaustivas e incluso realizar
secuenciamiento de los morfotipos aislados para poder determinar exactamente a
qué género corresponde cada uno de ellos.

Finalmente, el bajo nimero de morfotipos recuperados de la filosfera de T. testu-
dinum es un limitante en cuanto a que da una visién 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 enzimatica,
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 algun tipo de accion antagdnica respecto a patdogenos.

CONCLUSIONES

De esta investigacion se obtuvieron morfotipos con actividad proteolitica y amilolitica
que pueden tener potencial para aplicaciones practicas en el ambito de la mitigacidén de
la contaminacion marina; sin embargo, se deben desarrollar estudios mas amplios para
determinar el género bacteriano aislado y su potencial.
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