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RESUMEN

Introduccién: Las comunidades bacterianas pueden ser utilizadas como indicadoras del
estado ecologico de los ecosistemas dulceacuicolas en la evaluacion de la calidad de las
aguas. El objetivo es determinar la relacion entre la estructura y funcion de las comunidades
bacterianas y la calidad quimica y microbioldgica de los rios Almendares y San Juan. Méto-
dos: Se tomaron muestras de 3 estaciones de muestreo de ambos rios en el periodo 2013-
2017. Se determind la estructura y composicion de las comunidades bacterianas mediante
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante y pirosecuenciacion 454. Se determind
la actividad proteolitica extracelular y la actividad fosfatasa acida en las aguas y se aislaron
y caracterizaron bacterias a partir de las aguas y rizosedimentos de plantas acuaticas del
rio Almendares. Resultados: La estructura y composicion de las comunidades bacterianas
permitié establecer diferencias significativas entre ambos rios. Se demostré que la conta-
minacion fecal, las altas concentraciones de oxigeno disuelto y bajas concentraciones de
nutrientes contribuyen a la variabilidad de la composicion de las comunidades bacterianas
de ambos rios. La mayor actividad proteolitica se detecté en el rio San Juan y la mayor acti-
vidad fosfatasa acida en el rio Almendares. Las bacterias pertenecientes al género bacillus
sp. predominaron en el rio Almendares y produjeron proteasas, amilasas, fosfatasas, este-
rasas, aminopeptidasas y glucanasas. Conclusiones: Se demostro la factibilidad del uso de
las comunidades bacterianas como indicadores del estado ecoldgico de los ecosistemas
dulceacuicolas para evaluar el impacto de la contaminacion quimica y microbiologica sobre
el medio ambiente y la salud humana.

Palabras clave: calidad de agua; rios; electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante; pirose-
cuenciacion 454; enzimas extracelulares
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Structure and functional diversity of bacterial communities of
two freshwater ecosystems in western Cuba

ABSTRACT

Introduction: Bacterial communities can be used as indicators of the ecological status of
freshwater ecosystems in the evaluation of water quality. The objective of this research was
to determine the relationship between the structure and function of bacterial communities
and the chemical and microbiological quality of the Almendares and San Juan rivers. Me-
thods: They were taken samples from three sampling stations of both rivers in the period
2014-2017. It was determined the structure and composition of the bacterial communities
by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and 454 pyrosequencing. It was deter-
mined the extracellular proteolytic activity and acid phosphatase activity in the waters of
both ecosystems and they were isolated and characterized bacteria from the waters and
rhizosediments of aquatic plants of the Almendares River. Results: The structure and com-
position of the bacterial communities allowed to establish significant differences between
the two rivers. It was shown that faecal contamination is the factor that most contributes
to the variability of the bacterial communities composition of the Almendares River. On the
other hand, the high concentrations of dissolved oxygen and low concentrations of nutrients
are the factors that most influence the bacterial communities of the San Juan River. The
highest proteolytic activity was detected in the San Juan River compared to the Almendares
River. Nevertheless, it was detected the highest acid phosphatase activity in Almendares Ri-
ver. Bacteria belonging to the genus Bacillus sp. predominated in the Amendares River and
produced proteases, amylases, phosphatases, esterases, aminopeptidases and glucanases.
Conclusions: It was demonstrated the feasibility of using bacterial communities as indicators
of the ecological status of freshwater ecosystems to evaluate the impact of chemical and
microbiological contamination on the environment and human health.

Keywords: water quality; rivers; denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE); 454 pyrosequen-
cing; extracellular enzymes

INTRODUCCION

Los rios son importantes fuentes de agua dulce y un re-
curso imprescindible para el desarrollo de diferentes activida-
des sociales y econdmicas; sin embargo, el incremento po-
blacional y la contaminacion producida por el ser humano, las
actividades industriales y agricolas, constituyen importantes
factores para el rapido deterioro de los ecosistemas dulcea-
cuicolas. La determinacion de la diversidad microbiana debe
realizarse como primer paso en los procesos de recuperacion
ambiental, para entender el papel de los microorganismos
como responsables de los ciclos biogeoquimicos y como
sensores de cambios ambientales, considerando al mismo
tiempo su valor como fuente abundante de recursos bio-
tecnoldgicos. En la actualidad el estudio de la biodiversidad
constituye uno de los temas mas importantes en la investi-
gacion cientifica en Cuba, ya que permite conocer microorga-
nismos con potencialidades en la produccion de compuestos
con interés ecologico, biotecnoldgico e industrial. Estudios de

caracterizacion de la diversidad bacteriana en Cuba, solo se
han realizado en aguas oceanicas y costeras; sin embargo,
no existen antecedentes de este tipo de andlisis en ecosis-
temas dulceacuicolas. El objetivo de esta investigacion fue
determinar la relacion entre la estructura y funcién de las co-
munidades bacterianas y la calidad quimica y microbiolégica
en 2 ecosistemas dulceacuicolas del occidente de Cuba.

METODOS

Evaluacion de la calidad microbioldgica y quimica de
las aguas de los rios Almendares y San Juan

Se tomaron muestras puntuales de 3 estaciones de mues-
treo del rio Almendares (Rio Cristal, Paila y Puente de Hierro)
y de 3 estaciones del rio San Juan (presa El Palmar, presa San
Juany Bafios del San Juan) durante el periodo 2013-2017. Es-
tas estaciones se seleccionaron de acuerdo a caracterizacio-
nes previas realizadas en ambos rios. 2 La recoleccién de las
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muestras, asi como la determinacién de la temperatura, pH,
conductividad eléctrica, sélidos totales disueltos (STD), oxi-
geno disuelto, nutrientes (PO43--P, NH4+-N, NO2--N, NO3--N),
demanda quimica de oxigeno (DQO), indicadores bacterianos
(Escherichia coli, enterococos y coliformes termotolerantes)
se realizaron segun Larrea et al. ©

Andlisis de las comunidades bacterianas de los rios
Almendares y San Juan mediante electroforesis

en gel con gradiente desnaturalizante y
pirosecuenciacion 454

La extraccion del ADN a partir de las muestras de agua y
posterior analisis de las comunidades bacterianas mediante
la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante Dena-
turing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE por sus siglas en
inglés). © La pirosecuenciacion 454 del gen ADNr 16S se em-
pled como técnica complementaria de la DGGE para el analisis
de las comunidades bacterianas de ambos rios. Se utilizaron
los cebadores 27F (5-GAGTTTGATCNTGGCTCAG-3) y 519R
(5-GWNTTACNGCGGCKGCTG-3') para abarcar las regiones
variables V1-V3 del gen ADNr 16S del dominio bacteria. Esta
técnica se realizod en el Laboratorio de Investigacion y Ensayo
(RTL) de Lubbock, Texas, Estados Unidos. Las secuencias ge-
neradas en este estudio se pueden descargar a partir de los
archivos de lectura de secuencias del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés
National Center for Biotechnology Information), con el nime-
ro de acceso SRP063983.

Determinacién de la actividad proteolitica
extracelular y la actividad fosfatasa acida
extracelular en las aguas de los rios Almendares y
San Juan

En todas las estaciones de muestreo de los rios Almen-
dares y San Juan se determind la actividad proteolitica y la
actividad fosfatasa acida a partir de las muestras de agua.
La metodologia empleada se describe en Izquierdo et al. @y
Larrea et al. ®

Caracterizacion micromorfoldégica-tintorial,
determinacion de la produccién de enzimas
extracelulares y caracterizacion molecular de los
aislados del rio Almendares

Para el aislamiento de bacterias productoras de enzimas
extracelulares se colectaron muestras de la columna de agua
y de plantas procedentes de las 3 estaciones del rio Almen-
dares. La metodologia empleada para la caracterizacion mi-
cromorfolégica-tintorial, la determinacion de la produccion de
enzimas extracelulares y la caracterizacion molecular de los
aislados se describe en Larrea et al. ©
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Analisis biométricos

Para investigar la relacion entre la composicion de la co-
munidad bacteriana y los indicadores fisico-quimicos e indi-
cadores bacterianos de contaminacién fecal en ambos rios,
se realizd el andlisis de redundancia (RDA) utilizando el pa-
quete estadistico CANOCO, version 4.5 para windows. El RDA
se selecciond después de que se comprobd mediante el ana-
lisis de correspondencia sin tendencia (DCA) que los datos
de la comunidad bacteriana exhibian una respuesta lineal a
los gradientes de las variables fisico-quimicas y de contami-
nacion fecal. Se realizd una seleccion a priori de los indica-
dores fisico-quimicos e indicadores bacterianos significativos
(p < 0,05) mediante la prueba de permutacién de Monte Carlo
(999 permutaciones no restringidas) bajo el modelo reducido.
Las variables correlacionadas se eliminaron antes de realizar
el RDA. Para representar los graficos triplots entre las estacio-
nes de muestreo, las variables fisico-quimicas e indicadores
de contaminaciony las clases bacterianas se utilizo el progra-
ma CANODRAW incluido en el paquete estadistico CANOCO
450

Para evaluar la correlacién entre los indicadores fisi-
co-quimicos, los indicadores de contaminacion fecal, la ac-
tividad proteolitica, la actividad fosfatasa acida y la concen-
tracion de bacterias proteoliticas se calculé el coeficiente
de correlacién de Pearson (r, método paramétrico) para los
casos en los cuales se cumplieron con las premisas. En los
gue no se cumplieron, se realizé la prueba no paramétrica de
correlacion lineal de Spearman. Los analisis estadisticos se
realizaron en el programa statistica version 8.0. ®

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de las comunidades bacterianas

de los rios Almendares y San Juan mediante
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
y pirosecuenciacion 454

A partir de la DGGE obtenida con las muestras del rio Al-
mendares, se cortaron 10 bandas, las cuales se reamplificaron
y se secuenciaron. La identificacién de las bandas secuencia-
das evidencio el predominio de la clase Gammaproteobacte-
ria, siendo identificadas 5 bandas como pertenecientes a esta
clase. Ademas, se identificaron 2 bandas pertenecientes a la
clase Betaproteobacteria, 1 banda relacionada con la clase
Flavobacteria, 1 banda relacionada con el filo actinobacteria
y 1 banda relacionada con el filo Chloroflexi. @ En el caso
del rio San Juan se seleccionaron 12 bandas. Se obtuvieron
6 bandas relacionadas con la clase Actinobacteria, 5 bandas
relacionadas con la clase Betaproteobacteria y 1 banda rela-
cionada con la clase Bacilli. ©

Este articulo es distribuido en acceso abierto segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion—NoComercial 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

An Acad Cienc Cuba. 2023;13(3)

Mediante la pirosecuenciacion 454 se obtuvieron en las
estaciones del rio Almendares un total de 35 872 secuencias
y se aprecio que los filos Proteobacteria (52,7 %), Actinobacte-
ria (24,6 %), Bacteroidetes (17,5 %) y Firmicutes (3,96 %) eran
los mas abundantes en el periodo de estudio con mas de
500 secuencias (figura 1A).

Dentro del filo Proteobacteria las clases Gammaproteo-
bacteria (76 %), Betaproteobacteria (15 %) y Alphaproteobac-
teria (9 %) fueron las mas frecuentes. En el rio San Juan se
obtuvieron un total de 47 305 secuencias y se aprecio que
los filos Actinobacteria (39,1 %), Proteobacteria (30,9 %), Cya-
nobacteria (18,9 %), Bacteroidetes (5,1 %), Firmicutes (3,6 %)
y Deinococcus-Thermus (1,1 %) eran los mas abundantes en
el periodo de estudio. Dentro del filo Proteobacteria las cla-
ses Alphaproteobacteria (63 %), Betaproteobacteria (22 %) y
Gammaproteobacteria (15 %) fueron las mas frecuentes (fi-
gura 1B).

Tomando en consideracion la clasificacion taxondmica
hasta el nivel de familia, se identificaron en el rio Almendares
un total de 73 familias pertenecientes a 44 érdenes. Particu-
larmente dentro de la clase Gammaproteobacteria, se iden-
tificaron con mayor frecuencia las familias: Moraxellaceae,
Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae, Methylococca-
ceae y Enterobacteriaceae (figura 2). En cambio, en el rio San
Juan se identificaron un total de 60 familias pertenecientes a
38 drdenes, y especificamente dentro de la clase Alphaproteo-
bacteria, se identificaron con mayor frecuencia las familias:
Sphingomonadaceae y Caulobacteraceae (figura 2).

De las familias identificadas en ambos rios 43 constituyen
nuevos informes para ecosistemas dulceacuicolas del Caribe.
Por primera vez para el Caribe se identifican los miembros
de las comunidades bacterianas de ecosistemas dulceacui-
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colas con diferente grado de contaminacion hasta el nivel de
familia, de los cuales 43 familias constituyen nuevos informes
para ecosistemas dulceacuicolas de esta area, lo que repre-
senta un aporte al conocimiento de la diversidad bacteriana.
Ademas, por primera vez se analiza la comunidad bacteriana
de un ecosistema dulceacuicola en una reserva de biosfera
como Sierra del Rosario, lo cual contribuye al incremento del
valor bioldgico de esta area protegida.

Determinacion de la relacién entre la estructura de
las comunidades bacterianas y la calidad quimica y
microbiolégica en los ecosistemas dulceacuicolas

Almendares y San Juan

En el rio Almendares, las altas concentraciones de amo-
nio, fosfatos, enterococos, Escherichia coli y coliformes ter-
motolerantes fueron los factores que mas influyeron en la va-
riabilidad de la composicion de las comunidades bacterianas
en el rio Almendares (p < 0,01); todos estos indicadores mues-
tran un mismo fenémeno: la contaminacion fecal.

De acuerdo al analisis de redundancia, el porcentaje de
la varianza acumulada explicada por la relacion especies-va-
riables ambientales indicod que el primer y segundo ejes ca-
nonicos describen el 79,5 % de la varianza. Las correlaciones
especies-ambiente de cada eje fueron de 0,991 y 0,981 para el
primer y segundo eje respectivamente (figura 3).

Las clases bacterianas se distribuyeron de acuerdo a las
caracteristicas significativas de las estaciones de muestreo
del rio Almendares. Las clases Thermoleophilia, Cyanobac-
teria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Sphingobacteria,
Acidobacteria, Verrucomicrobiae, Cytophagia, Spirochaetia,
Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, Acidimicrobia, Opitu-
tae y bacterias no cultivables pertenecientes a los filos Pro-

B B — || Verrucomicrobia
Bacteria no cultivable
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m Proteobacteria ;: no cultivable
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Fig. 1. Distribucion porcentual taxondmica de los diferentes filo/clase en las estaciones de muestreo de los rios Almendares (A) y San Juan (B).
Estaciones del rio Almendares: RC, Rio Cristal; P, Paila; PH, Puente de Hierro. Meses: Feb?2, febrero 2013; Abr2, abril 2013; Jun2, junio 2013. Es-
taciones del rio San Juan: S-1, presa El Palmar; S-2, presa San Juan; S-3, Bafios del San Juan. Meses: Feb?2, febrero 2013; Abr2, abril 2013; Jul2,

julio 2018.
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Fig. 2. Distribucidn porcentual taxonémica de las diferentes familias identificadas en los rios Almendares y San Juan.

teobacteria y Bacteroidetes, se asociaron a la estacion Rio
Cristal caracterizada por las bajas concentraciones de amo-
nio, DQO y nitratos. Las clases Bacilli, TM7 y Thermomicrobia
se asociaron a la estacion Puente de Hierro, caracterizada
por altas concentraciones de nitrato y DQO. Las clases Gam-
maproteobacteria y Flavobacteria se asociaron a las estacio-

altas concentraciones de amonio. Las clases Fusobacteria,
Coriobacteria, Epsilonproteobacteria, Negativicutes, Clostridia,
Bacteroidia, bacterias no cultivables pertenecientes al filo Fir-
micutes y bacterias no cultivables dentro del dominio bacteria
se asociaron a la estacion Paila, caracterizada por las altas
concentraciones de amonio y bajas concentraciones de oxi-

nes Paila y Puente de Hierro, ambas caracterizadas por las  geno disuelto.
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Fig. 3. Triplot del andlisis de redundancia (RDA) de la composicion de la comunidad bacteriana de las estaciones de muestreo del rio Almendares
en el afio 2013 utilizando indicadores fisico-quimicos. Las flechas rojas sefialan la direccién en la que se incrementa el valor de cada indicador
de calidad de agua. Las flechas azules representan las diferentes clases bacterianas. La longitud de las flechas indica el grado de correlacion
con el eje representado. La posicion de las estaciones de muestreo relativa a las flechas se interpreta por la proyeccién de los simbolos sobre
las flechas, e indica el grado de influencia del indicador de calidad de agua representado por la flecha roja sobre la composicion de la comunidad
bacteriana de la estacién de muestreo. NO3-N (nitratos), NH4-N (amonio), OD (oxigeno disuelto), DQO (demanda quimica de oxigeno), RC, Rio
Cristal; P, Paila; PH, Puente de Hierro.
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En el rio San Juan, la concentracion de oxigeno disuelto
y las bajas concentraciones de nutrientes fueron los factores
qgue mas influyeron en la variabilidad de la composicion de las
comunidades bacterianas (p < 0,05). @ De acuerdo al andlisis
de redundancia, el porcentaje de la varianza acumulada ex-
plicada por la relacion especies-variables ambientales indico
que el primer y segundo ejes canodnicos describen el 70,6 % de
la varianza. Las correlaciones especies-ambiente de cada eje
fueron de 0,986 y 0,989 para el primer y segundo eje respecti-
vamente (figura 4).

Las clases bacterianas también se distribuyeron de
acuerdo a las caracteristicas significativas de las estaciones
de muestreo. Las clases Flavobacteria, Opitutae, Alphaproteo-
bacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Acidimi-
crobia, Actinobacteria, Chloroflexi, Clostridia, Cytophagia y las
bacterias no cultivables pertenecientes al filo Bacteroidetes
se asociaron a la estacién Bafios del San Juan caracterizada
por un pH ligeramente alcalino y altas concentraciones de fos-
fato y altas concentraciones de STD. Las clases Epsilonpro-
teobacteria, Thermomicrobia, Thermoleophilia, Deinococci,
Bacilli, Sphingobacteria, Acidobacteria, Cyanobacteria y las
bacterias no cultivables pertenecientes a los filos Acidobac-

teria y Verrucomicrobia se asociaron a la estacion presa San
Juan, caracterizada por bajas concentraciones de DQO, altas
concentraciones de oxigeno disuelto, bajas concentraciones
de fosfato y pH ligeramente acido. En el caso particular de la
clase Cyanobacteria, también se asocio a la estacion presa El
Palmar caracterizada por bajas concentraciones de fosfatos,
altas concentraciones de oxigeno disuelto y pH ligeramente
acido. Por primera vez en el Caribe se realiza el analisis de la
relacién entre factores ambientales naturales y antropicos y la
composicion de las comunidades bacterianas.

Determinacién de la actividad proteolitica y la
actividad fosfatasa acida en los rios Almendares
y San Juan y su relacion con indicadores fisico-
quimicos y microbiolégicos

La mayor actividad proteolitica se detect6 en el rio San
Juan en comparacion al rio Almendares lo que indica que en
ecosistemas mas contaminados la actividad enzimatica pro-
teolitica disminuye respecto a otro sistema menos impacta-
do. Ademas, se evidencid la variacion temporal anual de la ac-
tividad proteolitica en ambos rios. @ La actividad enzimatica
proteolitica no siempre se corresponde con la presencia de
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Fig. 4. Triplot del andlisis de redundancia (RDA) de la composicion de la comunidad bacteriana de las estaciones de muestreo del rio San Juan
en el afio 2013 utilizando indicadores fisico-quimicos. Las flechas rojas sefialan la direccién en la que se incrementa el valor de cada indicador

de calidad de agua. Las flechas azules representan las diferentes clases bacterianas. La longitud de las flechas indica el grado de correlacién

con el eje representado. La posicién de las estaciones de muestreo relativa a las flechas se interpreta por la proyeccién de los simbolos sobre

las flechas, e indica el grado de influencia del indicador de calidad de agua representado por la flecha roja sobre la composicién de la comunidad
bacteriana de la estacion de muestreo. OD, oxigeno disuelto; PO4-P, fosfatos; DQO, demanda quimica de oxigeno; STD, sélidos totales disueltos;

S-1, presa El Palmar; S-2, presa San Juan; S-3, Bafios del San Juan.
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bacterias proteoliticas, lo que indica que su actividad depende
de diversos factores bidticos y abidticos como la composi-
cion de la comunidad microbiana, la disponibilidad de mate-
ria organica disuelta y la concentracion de nutrientes. En los
analisis de correlacion en el rio San Juan se obtuvo relacion
entre la actividad proteolitica, la concentracion de bacterias
productoras de proteasas y los indicadores fisico-quimicos
de la calidad del agua. Esto indica que la actividad proteolitica
esta relacionada con contaminantes de origen natural proce-
dentes de la descomposicién de las hojas, los escurrimientos
o los productos de la actividad fitoplancténica. @ En cambio,
en el rio Almendares no se observo esta relacion, o que indica
que la actividad proteolitica se encuentra afectada por otros
contaminantes vertidos a sus aguas no evaluados en este es-
tudio @. Ademads, se obtuvo que la mayoria de las aislados
bacterianos proteoliticos en ambos rios eran bacilos grampo-
sitivos formadores de endosporas, lo cual demuestra el pre-
dominio de especies pertenecientes a la clase Bacilli. 191"

La mayor actividad fosfatasa acida se detecto en el rio
Almendares en comparacion al rio San Juan, lo cual puede
deberse a los altos valores de materia organica encontrada
en el rio Almendres y el pH ligeramente alcalino observado en
el rio San Juan. ® Con anterioridad, en sistemas dulceacuico-
las con un mayor impacto antropogénico se han detectado
incrementos de la actividad enzimatica fosfatasa. Ademas, se
evidencio la variacion espacio-temporal de la actividad fosfa-
tasa acida en ambos rios siendo significativas las diferencias
entre el periodo lluvioso y el periodo poco lluvioso en el rio
San Juan.

En los andlisis de correlacion en el rio San Juan se obtuvo
una relacion positiva entre la actividad fosfatasa acida, la clo-
rofila a, la concentracion de Eschericia coli y la concentracion
de heterdtrofos totales y una relacion negativa con el pH. En
cambio, en el rio Almendares se observd una relacion posi-
tiva con la demanda quimica de oxigeno y la concentracion
de nitratos. ® Estos resultados muestran que, en los ecosis-
temas de agua dulce con pH neutro o ligeramente alcalino,
la actividad potencial de la fosfatasa acida puede estar pre-
sente y también juega un papel importante en el reciclaje de
materia organica en estos entornos. Ademas, en sistemas de
agua dulce contaminados, esta actividad estd mas influen-
ciada por factores contaminantes (ej. concentracion de nitra-
tos, materia orgdnica) en comparacion con sistemas menos
impactados donde depende de las condiciones naturales (e].
precipitacioén, pH, actividad del fitoplancton) por lo que la acti-
vidad de la fosfatasa acida en la columna de agua puede ser
un buen indicador del impacto antropogénico sobre el funcio-
namiento microbiano en ecosistemas de agua dulce.
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Por primera vez en Cuba se relaciona la actividad enzima-
tica proteolitica y la actividad fosfatasa acida con la calidad
de agua de ecosistemas dulceacuicolas, lo que evidencia la
factibilidad del uso de las actividades enzimaticas extracelu-
lares como indicadores del estado ecoldgico de estos siste-
mas.

Caracterizacion micromorfolégica-tintorial,
determinacion de la producciéon de enzimas
extracelulares y caracterizacion molecular de los
aislados del rio Almendares

En el presente estudio, los bacilos grampositivos forma-
dores de endosporas predominaron entre los aislados de
muestras de agua y rizosedimento del rio Almendares, eco-
sistema contaminado con altas concentraciones de materia
organica como se aprecio a través del indicador DQO. ©101"
Teniendo en cuenta que los miembros de la clase Bacilli son
bacilos grampositivos, aerobios y formadores de endosporas
se puede inferir que la mayoria de los aislados de esta investi-
gacion pertenecen a esta clase. Se observé la produccion de
proteasas y amilasas a partir de las bacterias formadoras de
endosporas aisladas. (9 A partir de la produccion de las enzi-
mas proteasas y amilasas, se seleccionaron 36 aislados, los
cuales fueron representativos de las 3 estaciones de mues-
treo del rio Almendares, asi como de las diferentes plantas
colectadas. Con respecto a los aislados del rizosedimento, no
existen informes previos de aislamientos a partir del rizose-
dimento de las plantas Eichhornia crassipes, Pistia startiotes,
Commelina sp., Hydrocotyle sp., Cabomba sp. y Bidens pilosa
L. en Cuba.

Mediante el sistema APl ZYM, se constataron las capaci-
dades metabdlicas de los aislados seleccionados, los cuales
produjeron fosfatasas, esterasas, aminopeptidasas y glicosil
hidrolasas. © Este resultado brinda una informacién aproxi-
mada de la composicion polimérica de las fuentes de materia
organica que pudieran estar presentes en el rio Almendares,
asi como de las capacidades de los microorganismos aisla-
dos de este ecosistema. De esta forma, los microorganismos
aislados contribuyen a la degradacion de la materia organica
en descomposicion en el rio Almendares participando en el
reciclaje de nutrientes como el carbono, el fosforo y el nitro-
geno a la biosfera.

A partir de la produccion de enzimas extracelulares detec-
tadas mediante el sistema API ZYM se seleccionaron 15 aisla-
dos bacterianos. Los aislados seleccionados se identificaron
a través de la secuenciacion del gen ADNr 16S. El andlisis de
la comparacion de las secuencias del gen ADNr 16S de cada
cepa con las secuencias de referencia en el Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica de Estados Unidos (NCBI), re-
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veld que 10 mostraron similitud con el grupo Bacillus cereus
sensu lato, 2 con Bacillus megaterium, 1 con Bacillus pumilus
y 2 con Bacillus subtilis. Las cepas pertenecientes al grupo B.
cereus se identificaron también a través de la secuenciacion
del gen gyrB, lo cual confirmé los resultados obtenidos con
el gen ADNr 16S, pero no permiti¢ la diferenciacion de las ce-
pas dentro del grupo. Sin embargo, la presencia de cristales
proteicos permitio identificar las cepas como Bacillus thurin-
giensis. ©® Las cepas identificadas fueron depositadas en la
coleccion de la Facultad de Biologia de la Universidad de La
Habana bajo los numeros CCMFB-B225 al CCMFB-B239. Por
primera vez en Cuba se identifican cepas de Bacillus sp. aisla-
das de la columna de agua y el rizosedimento de las plantas
Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes, Hydrocotyle sp., Bidens
pilosa L. y Commelina sp. de un ecosistema dulceacuicola
contaminado, productoras de enzimas extracelulares con in-
terés ecoldgico.

Conclusiones

Esta investigacion permitié obtener evidencias concre-
tas sobre la utilidad practica del empleo de las comunidades
bacterianas como indicadoras del estado ecoldgico de aguas
superficiales de clima tropical. Los resultados obtenidos
contribuyen a la sostenibilidad medioambiental del comple-
jo turistico Las Terrazas, pues brindan informacion oportuna
sobre el estado actual de la calidad del agua del rio San Juan
(Las Terrazas, Artemisa), el cual se encuentra ubicado en la
Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario. La informacion ob-
tenida en este trabajo avala la factibilidad del Programa de
Desarrollo Sostenible que se lleva a cabo en la comunidad de
Las Terrazas. Ademas, estos resultados han contribuido a mi-
tigar los efectos de la contaminacion en este ecosistema, ya
que a partir de los datos brindados a la Estacion Ecolégica
Sierra del Rosario se han podido acometer medidas correc-
tivas para mejorar la calidad ambiental y la preservacion del
recurso agua. Los resultados que se presentan constituyen
un aporte al conocimiento de la diversidad bacteriana de
ecosistemas dulceacuicolas cubanos. Se brinda informacion
acerca de las diferentes familias bacterianas presentes en los
rios Almendares y San Juan, lo cual constituye la base para
cualquier accion de recuperacion que se lleve a cabo en el
rio Almendares y contribuye a aumentar el valor bioldgico del
area protegida donde se localiza el rio San Juan. Por primera
vez para el Caribe se identifican los miembros de las comu-
nidades bacterianas de ecosistemas dulceacuicolas con di-
ferente grado de contaminacién hasta el nivel de familia, de
los cuales 43 familias constituyen nuevos informes para eco-
sistemas dulceacuicolas de esta area, lo que representa un
aporte al conocimiento de la diversidad bacteriana.
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