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RESUMEN

La comunidad de bacterias heterotréficas asociadas a las esponjas puede representar un elevado porcentaje de la biomasa total de estos
organismos y jugar un rol importante en su funcionamiento. Sin embargo, son pocas las investigaciones realizadas con el objetivo de
caracterizar bioquimicamente estas comunidades. En este trabajo se estudio la comunidad bacteriana heterotrofica asociada a un
ejemplar de Aplysina archeri proveniente de Cayo Sombrero, Parque Nacional Morrocoy, Venezuela. Se tomaron muestras del tejido
de la esponja asi como del agua circundante y se mantuvieron a una temperatura aproximada de 4°C hasta su traslado al laboratorio,
donde fueron homogeneizadas y diluidas hasta 10 para su siembra en Agar Zobell Marino Modificado. Una vez aisladas las cepas, se
sometieron a una serie de pruebas bioquimicas (Fermentacion de azucares simples, degradacion de almidon, reduccion de nitratos a
nitritos, utilizacion de urea como fuente de nitrogeno, actividad proteolitica, actividad lipolitica, utilizacion de pectina como unica
fuente de carbono y requerimientos de oxigeno) con el fin de caracterizar funcionalmente las comunidades bacterianas. Los resultados
fueron tratados mediante analisis de cluster, usando el programa estadistico PRIMER 5. Este reflejo la existencia de diferencias de
agrupamiento entre la comunidad bacteriana de la esponja y la del agua; caracterizandose el tejido fundamentalmente por presentar
cepas con metabolismo aerdbio facultativo y capacidad para degradar azicares simples a diferencia de la comunidad del agua, donde
ademas de aerobios facultativos se observaron aerobios estrictos y poca capacidad para degradar azucares simples.

SUMMARY

The bacterial community associated to sponges represents a high percentage of overall sponge biomass and plays an important
role in its living functions. Little research has been carried out to characterize the biochemistry of these bacterial communities. We
studied the heterotrophic bacterial community associated to tissue samples of Aplysina archeri from Cayo Sombrero, Morrocoy
National Park, Venezuela. We analyzed samples of the sponge tissue and the surrounding water. These samples were kept at4 °C,
homogenized, diluted until 10* and microbial cultures were prepared in Zobell Modified Marine Agar. A series of tests were
applied to the isolated strains (fermentation of simple sugars, degradation of starch, reduction of nitrate to nitrite, use of urea like a
source of nitrogen, proteolytic and lipolytic activity, use of pectin like a unique source of carbon and oxygen requirements) to
achieve a functional characterization of the bacterial community. A cluster analysis was done with the results, usinga PRIMER 5
statistic program. We found differences between bacterial communities of the sponge and the surrounding water. The isolated
microbial component of the community associated to the sponge was facultative acrobic and capable degrading simple sugars. In
the water samples we found both, strict and facultative aerobics, and low capability of degrading simple sugars.
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INTRODUCCION

Laasociacion fisica y fisioldgica entre microorganismos
y esponjas es un fenémeno ampliamente descrito en la
literatura cientifica, habiéndose determinado en algunos
casos su naturaleza simbiotica (Wilkinson 1978, Osinga
etal.2001, Hentschel ez al. 2001, Althoff et al. 1998). En
el caso de la familia Aplysinidae los microorganismos
pueden llegar representar hasta un 40 % de la biomasa
del animal y superar al titulo bacteriano del agua de mar
por dos 6rdenes de magnitud (Fiedrich y Hentschel, no

publicado, citado por Hentschel et al. 2001). Estas
asociaciones son de vital importancia para la esponja,
pues las bacterias aportan muchos metabolitos
secundarios, entre ellos antifungicos y antibidticos, asi
como otros compuestos que protegen a la esponja de la
depredacion o el sobrecrecimiento por otros organismos
(Osinga et al. 2001). En el caso de las asociaciones con
microorganismos simbiontes fotosintéticos
(cyanobacterias o zooxantelas) la nutricion de la
esponja  se ve complementada por productos
metabolicos, como azucares simples, que los
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microorganismos producen a través de la fotosintesis
(Osingaeral.2001).

En este estudio se pretende realizar de manera
preliminar, una caracterizacion funcional de Ia
comunidad bacteriana heterotrofica presente en el
tejido de un ejemplar de Aplysina archeri (Fig. 1), una
esponja muy comun en las aguas del Caribe (Alcolado

1999, Alvarez y Diaz 1985, Villamizar 1985, Romero
2004). Esta comunidad bacteriana debera ser
notablemente distinta a la del agua circundante, lo cual
nos indicaria que efectivamente es una comunidad
fuertemente asociada a la esponja, adaptada a las
condiciones de refugio, alta disponibilidad de
nutrientes y demas condiciones que representa el tejido
como nicho ecologico.

Figura 1. Aplysina archeri

MATERIALES Y METODOS

El muestreo para este trabajo se realizd en Cayo
Sombrero, Parque Nacional Morrocoy. Con la ayuda de
un nucleador previamente esterilizado en autoclave (15
Ib. Durante 15 min.), se tom6 una muestra del tejido de
la esponja, mientras que la muestra del agua
circundante se tomd usando un frasco de vidrio estéril.
Las muestras se mantuvieron en frio (4° C) para su
traslado al laboratorio, donde fueron homogeneizadas
durante 10 min. usando un vortex mixer modelo VM
2000 hasta que el tejido estuvo parcialmente
desintegrado. Posteriormente se realizaron diluciones
seriadas en agua de mar estéril (10°-107) y se
sembraron por inclusion en Agar Zobell Marino
Modificado (Agar Nutriente preparado con ¥ de agua
de mar, 0,5 % de peptona y 0,01 % de extracto de
levadura, segiin Hentschel et al. 2001). Las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 24 a 48
horas, procediendo luego a seleccionar aleatoriamente
un total de 25 cepas provenientes del tejido de la
esponjay 25 cepas del agua circundante. Una vez hecho

esto se procedio a la caracterizacion micromorfologica
de las cepas tomando como criterio las formas celulares
y los resultados de la tincion de Gram. Asi mismo se les
practicaron ocho pruebas bioquimicas: Fermentacion
de azhcares simples (glucosa, lactosa y sacarosa),
degradacion de azticar complejo (almidoén), reduccion
de nitratos a nitritos, utilizacion de la urea como fuente
de nitrégeno, actividad proteolitica, actividad lipolitica,
utilizacion de la pectina como tnica fuente de carbono y
requerimientos de oxigeno (determinacion de
organismos aerobios estrictos, facultativos y
microaerofilos). Esto permitid estudiar la estructura
funcional de la comunidad bacteriana heterotrofica sin
la necesidad de llegar a la identificacion taxonomica de
las cepas (Malaver 1996, Garcia 2000).

Con los resultados de dichas pruebas, se realizd6 un
analisis de cluster jerarquico empleando el programa
estadistico PRIMER 5; con el objetivo de establecer
similitudes entre las cepas bacterianas heterotroficas
procedentes de la esponja y el agua circundante. El
proceso de agrupamiento de las cepas es aglomerativo y
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jerarquico, utilizandose como medida de similitud
entre las mismas la distancia euclidea media y como
criterio de agrupamiento, la distancia entre los
centroides de los grupos. Para ello se calculd la matriz
inicial de similitud (distancia entre cepas), ubicando
cada cepa en un hiperespacio (S) dado por el nimero de
pruebas bioquimicas aplicadas, estableciéndose las
distancias entre todos los pares posibles de cepas.
Dicha ubicacion esta determinada por el wvalor
correspondiente a cada cepa en cada una de las pruebas,
es decir, si dos cepas presentaron los mismos valores en
todas las pruebas, fueron ubicadas en un mismo punto,
siendo las distancia entre ellas cero, asumiéndose que
dichas cepas son funcionalmente equivalentes y forman
un Grupo de Identidad Funcional (GIF). Por el
contrario, si las cepas presentaron diferencias en
algunos resultados, la distancia entre ellas es diferente
de cero y estara determinada por el grado de diferencias
presentado (Garcia 2000). Tomando en cuenta las
distancias a las cuales se formaron los grupos, se
estimaron los siguientes parametros: Grupos de
Identidad Funcional dentro de la comunidad (GIF),
aquellos grupos conformados por 2 o mas cepas con
caracteristicas bioquimicas similares; indice de

importancia de los diferentes GIF (Pi), dado por la
relacion entre el namero de cepas que forman un GIF
dadoy el total de cepas de la muestra.

RESULTADOS

Latotalidad de las cepas analizadas, tanto en el tejido de
la esponja como en el agua circundante resultaron Gram
negativas. La comunidad bacteriana heterotrofica
asociada a la esponja estuvo conformada por
cocobastones (64 %), cocos (32 %) y b astones (4 %),
mientras que en la comunidad correspondiente al agua
circundante predominaron los bastones (75 %) seguidos
por los cocobastones (25 %) (Fig.2). Los resultados del
analisis de cluster de las comunidades bacterianas
heterotroficas asociadas a A. archeri y al agua
circundante (Tabla 1, Fig.3) constituyeron un total de 5
GIF. De ellos el GIF 1 es el mas importante (pi=0,55)y
agrupa la totalidad de las cepas de la esponja, mientras
que los GIF 2, 5, 3 y 4 resultaron los mas importantes en
ese orden y estuvieron integrados solo por cepas
provenientes del agua circundante. Segun este analisis
existe una separacion clara entre las comunidades
bacterianas de la esponja y del agua circundante.

Tabla 1. Grupos de Identidad Funcional (GIF) correspondientes a la comunidad de bacterias
heterotroficas presentes en el tejido de 4. archeri'y en el agua circundante. La importancia de
los GIF se representa a través de su valor de Pi. e= esponja; a= agua circundante.

N° de GIF Cepas integrantes del GIF. Semejanzas bioquimicas Pi
GIF 1 * Glu, lac, sac, NOs, fac, pecti, lipid, alm, prot 0.55
GIF 2 al,a4,a5,a6,a7,a10, all,al3 Aerob, pecti, lipid, alm, prot 0.19
GIF 3 a2, al4 Pepto, fac, pecti 0.05
GIF 4 a3, al2 Glu, pepto, H,S, NOs_ fac, pecti 0.05
GIF 5 al9,a20,a21,a22,a23, a24,a25 Fac, pecti, lipid, alm, prot 0.16

*el, e2, €3, e4, e5, €6, e7, €8, €9, el0, ell, el2, el3, el4, el5, el6, el8, €19, €20, €21, e22, 23, e24, e25.

Glu: Fermenta la glucosa; Sac: Fermenta la sacarosa; Lac: Fermenta la lactosa; H,S: Produce sulfuro de
hidrogeno en el proceso fermentativo; Gas: Produce gas en el proceso fermentativo; Alm: Hidroliza el almidon;
NO,: Reduce nitratos a nitritos; Prot: Manifiesta actividad proteolitica; Lipid: Manifiesta actividad lipolitica;
Pecti: Utiliza la pectina como tnica fuente de carbono; Aerob: Aerobio estricto; Fac: Aerobio facultativo.
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Figura 3. Analisis de cluster para cepas provenientes de la esponja A. archeriy del agua

circundante (e= esponja, a= agua).
DISCUSION

La totalidad de las cepas aisladas en este estudio fueron
Gram negativas, resultado similar al reportado por
Wilkinson (1978) para cuatro esponjas de la Gran
Barrera Australiana, donde la gran mayoria de las cepas
aisladas resultaron igualmente Gram negativas. Igual
resultado obtuvieron Santavy y Colwell (1990) para la
especie Ceratoporella nicholsoni. Las formas celulares
aisladas de la esponja estuvieron representadas
mayormente por cocobastones, seguidos por cocos y
finalmente, en menor nimero por bastones. Sin
embargo, en el agua circundante estos ultimos fueron
predominantes, seguidos por los cocobastones,
mientras que no se observaron cocos. Esto constituye la
primera evidencia de diferencias entre las comunidades
bacterianas de ambos compartimientos. Wilkinson
(1978) y Santavy y Colwell (1990) observaron
predominio de bastones y cocobastones de pequefio
tamafio sobre los cocos en varias especies de esponjas,
en nuestro caso los cocos estuvieron mas representados
que los bastones, aunque los mas abundantes fueron los
cocobastones pequefios.

En general las comunidades bacterianas heterotroficas
asociadas a las esponjas se caracterizan por presentar
abundancia de cepas aerobias facultativas (Wilkinson
1978; Santavy y Colwell 1990, Osinga et al. 2001). Las
bacterias aerobias facultativas son capaces de degrada
diferentes fuentes de carbono a través de distintas rutas
metabolicas a altas o bajas presiones parciales de
oxigeno, cualidad que les brinda una gran capacidad de
adaptacion, siempre y cuando dispongan de los
nutrientes necesarios para sus actividades metabolicas

principales (Garcia 2000).

El tejido de las esponjas por lo general constituye un
ambiente rico en oxigeno gracias al efectivo bombeo de
agua que se produce a través del sistema acuifero de
estos organismos, por lo que la presencia de organismos
anaerobios estrictos no es comun (Osinga ef al. 2001).
Sin embargo, se conoce que en ciertos momentos las
esponjas dejan de bombear agua y sobre todo en los
ejemplares de gran tamafio, el tejido puede pasar a ser
un ambiente pobre en oxigeno (Wilkinson 1978;
Santavy Colwell 1990 y Osinga et al. 2001). En ese
momento las cepas con un metabolismo aerobio
facultativo se ven indudablemente favorecidas respecto
a aquellas que poseen un metabolismo aerobio estricto.
Esto explica que la totalidad de las cepas aisladas del
tejido de A. archeri fueran aerdbias facultativas, a
diferencia de las cepas aisladas del agua circundante,
donde se observaron tanto aerdbios estrictos como
facultativos, respondiendo a la presencia constante de
oxigeno disuelto en el agua (Atlas y Bartha 1993).

Es llamativo también que comunidad bacteriana aislada
de la esponja es capaz de reducir nitratos a nitritos. Se
sabe que este es un proceso facultativo, en el cual el
oxigeno reprime la sintesis de las enzimas nitrato y
nitrito reductasa, por lo que son necesarias condiciones
de anaerobiosis para la sintesis de dichas enzimas. Una
vez que estas enzimas estan presentes, el nitrato
compite con el oxigeno para ser reducido, siendo el
rendimiento energético de ambos procesos mas o
menos similar (Martinez et al. 1992). Esta tendencia
también fue reportada por Santavi y Colwell (1990),
para las cepas provenientes de los tejidos de C.
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nicholsoni, las cuales fueron capaces de reducir nitratos
a nitritos a diferencia de las cepas aisladas del agua
circundante. Es necesario sefalar que en muchas
esponjas, los microorganismos también pueden realizar
el proceso contrario, la nitrificacion, alcanzando en
algunos casos tasas de nitrificacion superiores a las que
tienen lugar en los sedimentos marinos (Diaz y Riitzler
2001).

En términos generales la comunidad proveniente de los
tejidos expresd un mayor potencial funcional que la
proveniente del agua circundante. Las esponjas
proveen un ambiente relativamente rico en nutrientes
(productos nitrogenados de desecho, etc) para la
comunidad bacteriana, como producto de la
degradacion de la materia organica particulada que es
filtrada de la columna de agua. Esto promueve el
desarrollo de gran variedad de relaciones simbioticas.
Todo lo contrario ocurre en la columna de agua
adyacente a la esponja. Los arrecifes coralinos son
ambientes oligotroficos, donde los nutrientes
disponibles son rapidamente asimilados por todos los
organismos o los consorcios de organismos (corales
hermatipicos y zooxantelas) que requieren de los
mismos para las altas tasa de produccion primaria
(Santavy y Colwell 1990). El incremento en las
capacidades metabolicas encontrado por Santavy y
Colwell (1990) en las bacterias simbiontes a la esponja
C. nicholsoni, estuvo correlacionado con el incremento
de la disponibilidad de nutrientes en el tejido de la
esponja. Esta situacion fue distinta a la observada en las
cepas aisladas del agua, las cuales presentaron
capacidades metabolicas mas limitadas al estar
restringidas a concentraciones reducidas de nutrientes
en el agua. Un resultado similar al descrito por los
autores antes mencionados, fue observado en este
trabajo para la comunidad bacteriana del tejido de A.
archeri.

El andlisis de cluster agrupa a la totalidad de las cepas
provenientes del tejido de 4. archeri, separandolas de

las aisladas del agua circundante en funcion de sus
capacidades metabolicas. Esto demuestra que
efectivamente, la comunidad bacteriana asociada al
tejido de la esponja es distinta a la del agua circundante
a la misma. Se trata de una comunidad evolutivamente
adaptada a las condiciones propias del microambiente
del tejido.

Probar las capacidades metabdlicas de las cepas
aisladas ante un mayor nimero de fuentes de carbono
tales como aminoacidos (alanina, glicina, arginina),
azucares (maltosa, fructosa, galactosa, Xilosa), etanol,
benzoato, etc., nos permitiria ampliar el espectro
bioquimico y capacidad metabdlica de la comunidad
bacteriana (Wilkinson 1978). También seria de mucha
utilidad la realizacion de pruebas moleculares como la
secuenciacion del ADN ribosomal de las subunidades
16S, con el objetivo de detectar las cepas viables mas no
cultivables que pudieran estar presentes en los tejidos
de la esponja y representar un porcentaje importante del
total de la comunidad bacteriana asociada a este
organismo (Rohweretal. 2001).

CONCLUSIONES

La comunidad bacteriana heterotrofica asociada al
tejido de A. archeri, se caracteriz6 por tener un mayor
espectro bioquimico que la comunidad bacteriana
heterotrofica aislada del agua circundante. Asi mismo,
la totalidad de las cepas aisladas de la esponja
presentaron un metabolismo aerdbio facultativo como
adaptacion fundamental para explotar este
microambiente, dicho metabolismo estuvo presente, asi
como el aerdbio estricto entre los microbios aislados del
agua circundante. Las diferencias encontradas nos
hacen pensar que posiblemente la comunidad
bacteriana proveniente del tejido tiene un origen
distinto a la del agua circundante y su evolucion pudiera
estar fuertemente ligada a las condiciones imperantes
en los tejidos de la esponja.
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