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TAXONOMIA NUMERICA Y HABITAT DE BACTERIAS MARINAS
AISLADAS DE MONTEMAR, V REGION, VALPARAISO, CHILE.

B.PRADO, ! J.LLANOS !, A. DEL MORAL?, M.CID |, E. MAGANA !, R. DIAZ !,

P. GARCIA-TELLO !,

B.Prado,J. Llanos 1, A. Del Moral 2, M. Cid 1, E. Magaita 1, R. Diaz !,
P. Garefa-Tello 1: Numerical Taxonomy and Habitat of Marine Bacteria
Isolated from Montemar, V Regién, Valparafso, Chile.

To determine the possibl d different
bacterial groups and Ihm.r habniata, 123 mam strains were isolated
from five different environments located in the bay of Valparafso.

Characterization was performed on the bases of 125 phenotypic
tests according to methodology described previously (Quesada et al,
1987; Marquez et al., 1987) and including morphological, physiological,
biochemical, nutritional and antibiotic susceptibility tests. Results were
subjected to numerical analysis using the similarity coefficient of Sokal
and Michener (1958) and the UPGMA g‘mupmg technique. The
numerical analysis yielded 8 pt differ d ata 70% similarity
level and in correspondence with the various habitats from wich lhe
microorganisms were isolated, avoiding a mixture of habitat and
origin of each microorganism.

The mayority of isolate were asigned to the genus Pseudomonas
(3 phenons) and Deleya (3 phenons). The rest were included in the
genera Vibrio (1 phenon) and Flavobacterium (1 phenon).
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INTRODUCCION

Paralelamente con el renovado interés de
los ultimos afios en la ecologia micro-
biana de ambientes acuéticos se hace
importante la comprensién de los com-
ponentes de la flora bacteriana autéctona
y sus limitaciones dentro de los habitats
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naturales. Los diferentes microorga-~
nismos no s6lo son importantes en tér-
minos de biomasa y actividad, sino que
también en la estructura que confieren a
la comunidad. Una buena aproximacién
a los grandes grupos que forman la es-
tructura de las comunidades microbianas
lo puede entregar un estudio de taxo-
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nomia numérica, especialmente si los
agrupamientos obtenidos se pueden cir-
cunscribir al habitat del cual se aislaron

como una unidad.

Cientoveintitrés cepas selecciona-
das para el presente estudio fueron
aisladas de 5 ambientes marinos ubica-
dos en Montemar, Bahia de Valparafso y
fueron sometidas a un anilisis numérico
de acuerdo con Sokal & Michener (1958)
y la técnica de agrupacién UPGMA,
(Sneath & Sokal, 1973).

Los resultados indican la presencia
de ocho fencnes bacterianos definidos a
un nivel de semejanza de 70% y restrin-
gidos como unidades a alguno de los
hébitats de los cuales fueron aislados los
microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

Las 123 cepas bacterianas seleccionadas
fueron aisladas de cinco bientes
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muestras se tomaron de bacterioneuston
y bacterioplancton oceénicos, bacterio-
neuston de pozas litorales, espuma
marina y de algas (Lessomia spp.). La
toma de muestras se hizo con técnicas
estériles apropiadas. Para bacterio-
neuston se usé la red de Garrett (1965);
para bacterioplancton una botella de 250
ml estéril con dos varillas de vidrio
anexas de 1 m, una para sumergir la
botella y otra para sacar y poner el tapén
de vidrio esmerilado. La muestra de
espuma se obtuve con un colador de
pléstico estéril que permiti6é escurrir la
muestra por un embudo a una botella
estéril. Para obtener la muestra del alga
se raspd su superficie con un escalpelo
estéril y se pesé el raspado para ser
dilufdo en una cantidad conocida de
solucién salina al 0,5%. Las muestras
fueron sembradas en el laboratorio en
medio de cultive liquido, sélido o de
mantenimiento segiin las circunstancias
lo requirieron. Para aislacién inicial se
usé el medio de Colwell ef al. (1975) y la
iembra de tras se hizo dentro de la

marinos ubicados en Montemar, Bahia de
Valparafso, Chile, (32* 57'S; 71° 33'W),
entre enero y septiembre de 1986. Las

media hora siguiente a la toma de
muestras sefialadas.

Como cepas de referencia se usaron las siguientes:

Pseudomonas doudoroffii
Psendomonas nautica
Pseudomonas marina
Flavobacterium oceanosedimentum
Deleya aesta

Deleya venusta

Deleya pacifica

Deleya cupida

Alteromonas espejiana

Vibrio fischeri

NCMB 1965
DsM 50418
ATCC 25374
ATCC 31317
NCMB 1980

NCMB 1979
NCMB 1977

ATCC 27124
ATCC 29659
ATCC 7744
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TESTS FENOTIPICOS USADOS:

Las 123 cepas aisladas mds las 10
cepas de referencia fueron estudiadas
para 125 caracteristicas fenotipicas,
incluyendo tests morfolégicos, fisiolé-
gicos, bioquimicos, nutricionales, de sen-
sibilidad frente a antibiéticos, tolerancia
a compuestos arométicos y requeri-
miento de ciertos iones, de acuerdo con
las metodologias de Quesada et al. (1987),
Soto et al. (1984), y Colwell & Weibe
(1970).

ANALISIS NUMERICO:

Para la realizacién del andlisis
numérico las pruebas seleccionadas
fueron codificadas en forma binaria del
tipo presencia ausencia. La cuantificacién
se realizé asignando el valor 1 a las
pruebas positivas y 0 a las pruebas nega-
tivas.

El grado de semejanza entre las
diferentes cepas se obtuvo mediante el
uso del coeficiente de apareamiento sim-
ple Ssm y la técnica de agrupamiento
UPGMA (Unweighted Paired-Group
Mean  Average) o  Acoplamiento
Promedio Binaric Contrapesado. El test
de error fue obtenido al examinar 23 ce-
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RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra el anilisis
numérico de las cepas estudiadas utili-
zando el coeficiente de Ssm y la téenica
de UPGMA.

Ocho fenones conteniendo 4 o més
cepas fueron definidos a un 70% de
semejanza. De las 10 cepas de referencia
5 fueron agrupadas a este nivel de simi-
litud. El valor de la correlacién cofenética
fue de 0,73 y el test de error estimado fue
de 3,8% valor que no afecta significati-
vamente el anilisis de los agrupamientos
obtenidos, (Sneath & Johnson, 1972).

DISCUSION

El andlisis de taxonomfa numérica nos
define los ocho fenones a un nivel de
semejanza del 70%. Notable es la unifor-
midad genérica del fen6én de las cepas
procedentes de la espuma, ademas de un
nivel de semejanza alto. Las cepas
corresponden a agrupamientos de
Pseudomonas, (Fig. 1: Fenén H) género de
reconocida versatilidad metabélica. La
presencia en la espuma de una flora de
gran versatilidad fue demostrada por
Rambeloarisoa et al. (1984), ademas la

pas por duplicado (aproximada te el
10% de las cepas estudiadas), determi-
niandose de esta manera la reproduci-
bilidad del error de las pruebas feno-
tipicas realizadas (Sneath & Johnson,
1972).

El analisis numérico se llevé a cabo
utilizando el programa MINT de
Taxonomia Numérica en un ordenador
Eclipse MV /10000 del Centro de Cale
de [a Universidad de Gi da, Espafi

acumulacién de esteroles y 4cidos grasos
en la espuma fue sefialado por
Matsumoto ef al. (1985) y fenoles como
también de carbohidratos y protefnas por
Barlocher et al. (1988). La presencia del
género Flavobacterium en las muestras de
la pelicula superficial ocednica Fig. 1:
Fenén G) coincide con la observacién de
Seki (1982) acerca de la dominancia de
formas pigmentadas en el bacterio-
neuston. La pigmentacién protege de
fenémenos de fotooxidacién (Brock et al.
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Fig.l. Dendograma simplificado que muestra la agrupacién de cepas en ocho fendnes segin el
coeficiente Ssm y la técnica de agrupamiento UPGMA, para las 123 cepas estudiadas.



B.Prado etal..

1987) y permite asf el enriquecimiento de
este grupo.

La presencia de una mezcla de los
géneros, Pseudomonas, Vibrio y Deleya, en
la pelicula superficial de pozas, (Fig.l:
Fenones A, D y F, respectivamente),
indica que el desarrollo de una micro-
flora bacteriana monogenérica por
enriquecimiento estd enmascarado por
una renovacién parcial y regular de las
aguas. En agua calma y apozada con mf-
nima renovacién es posible que Vibrio
fuese favorecido por valores alcalinos del
pPH, ademds de su caracteristico halo-
filismo, (Colwell et al. 1975; Kobayashi ef
al. 1963).

El bacterioplancton oceinico pre-
senta una microflora de una enorme
homogeneidad en su agrupamiento con
Deleya pacifica, cepa tipo, incluida entre
22 cepas aisladas, (Fig. 1: Fenén B).

Tsiban (1970), considera que la
formacion de espuma constituye un
mecanismo de unién entre el bacterio-
plancton y el bacterioneuston y que los
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Las aislaciones del alga Lessonia
spp. conforman otro grupo homogéneo,
constitufdo por Pseudomonas-Deleya (Fig.
1: Fenones C y E respectivamente).

El andlisis de taxonomia numérica
realizado arroja la presencia de 8 grupos
definidos de bacterias que ocupan con
solidez los 5 ambientes de los cuales
fueron aisladas. Cinco de las cepas tipo
utilizadas no fueron agrupadas por el
programa y cada una de las restantes son
exclusivas en cuatro de los 5 habitats es-
tudiados. Las aislaciones de espuma no
agruparon ninguna cepa tipo.

Bajo las condiciones del presente
estudio, la taxonomia numérica aplicada
a las poblaciones bacterianas, tiene valor
como un indicador de agrupaciones mi-
crobianas de habitats diferentes. Por otra
parte, el medio de Colwell et al. (1975)
usado en aislacién inicial es un medio
que como otros ejerce presién selectiva
disminuyendo la diversidad microbiana
detectable de los 5 ambientes diferentes,
no obstante ésto, fue posible revelar dife-
rencias en la composicién genérica de

mismos grupos son predominantes en ambientes adyacentes.
ambos habitats; nuestros resultados no
sustentan esta afirmacién.
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