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RESUMEN

Este trabajo se centra en el estudio de los ecosistamas microbia-
nos laminados similares a los pedernales de laminacién fina que contienen
microf6siles de las facies de Swartkoppie del Onverwatch Tardio de Suddfri-
ca, con una edad de 3.4 x 1()9‘31'105 (Margulis et al., 1980 ).

los ccosistomas o tapetes microbianos laminados presentan una gran di-
versidad de procariontes. FEn cada capa se encuentran poblaciones de micro-
organismos, algunos de los cuales participan en la procipi.ta(:'i("m y reten-
cion de minerales como la aragonita, Las peliculas de minerales producidas
via fotosintética, heterétrofa y abiStica pemiten el establecimiento de
nuevas poblaciones microbianas adaptadas a condiciones extremas de sali-
nidad, desecacién y altas tenperaturas. En una perspectiva ecolégica la
participacién de productores fotosintéticos y descomponcdores heterdtro-
fos, comduce a suponer la existencia de relaciones bi.oenex;géti‘cas com-
plejas dentrb del organosedimento laminado.

Con el fin de caracterizar en una primera etapa el tipo de bhacterias
@que habitan el ecosistana microbiano laminado, se desarrolld un estudio
sobre grupos individunales de microbios autéctonos adends de considerar
las argumentaciones geoldégicas, geoquimicas y paleontolégicas.

El estudio de las difcrentes rutas metabSlicas y de las asociaciones
bioenergéticas presentes en estos organosedimentos, pemmitird profundizar
en el entendimiento y reconstruccidn de 1a evolucién de las commidades

microbianas v de los procesas ' iogecquimicos involucrados.




Llos resultados hasta ahora obtenidos consisten en el aislamiento y

caracterizacifn parcial de una mieva cepa de Bacillus licheniformis. En

colaboracién con la Universidad de Boston se na llegado a plantear qe la
cepa 36 B-M (B, licheniformis) ticne samejanza con Metallogenium en rela-
cifn a la orgamizacién estelar de su estructura colonial, as{ camo la ca-
pacidad de crecer en medios que contienen manganeso (Margulis et al., en
preparacion).

Esta organizacifn celular ha sido propuesta como la contraparte con-
tanporinea de un £6sil denominado Eoastrion de la Formaci6n de Hierro

9

tunflint, localidad con una edad de 2 x 107 aflos (Awramik y Barghoorn, 1977;

Margulis et al., en preparacibn).




I.~ INTRODUCCION

El estudio de los procesos del origen y evolucién de la vida sobre
la Tierra, incluye wnvestigaciones relacionadas con representantes moder -

nos de estromatolitos, tapetes algales y microfdsiles procariontes pre-

cimbricos, De esta manera, se ha desarrollado una nueva ciencia que depen
de principalmente de la interpretacidn morfoldgica de los difterentes f6-
siles precmbricos, basada en sus andilogos modernos. Actualmente, en el in-
tento de proporcionar un marco de referencia disponible para su mnrerpre-
tacidn, se ha considerado conveniente analizar la microbiologia, ecologia,
composicidn, distribucidn, micro y macroestructura asi como la morfogéne-
sis de sus andlogos recientes y cémo esos factores se aplican al registro
biogeolSgico (Walter et al., 1973; Awramik et al., 1978; Margulis et al.,
1980).

El anfilisis comparativo de los organosedimentos ha mostrado la inexis
tencia de contrapartes modernas para muchas de las estructuras estranato-
liticas preservadas en el registro f&sil (Awramik, comunicacién personal)
ademas, estos organosedimentos raramente contiencn microfésiles bien pre-
servados (Awramik, 1971). Sin ambargo, el estudio de los tapetes microbia-
nos laminados recientes y de los organisnos que los construven, es una po-
derosa herramienta para la interpretacién de los estramatolitos fésiles
(Monty, 1967; Walter, 1970).

Las evidencias paleontolSgicas damiestran que los organosedimentos la-

minados eran alundantes en el medio ambiente prefanerozoico (Awramik, 1971;




versificacifn de las formas de vida multicelular eucarionte, representadas

por organisnos precipitadores de carbonatos de calcio, excavadores y consu-
midores de algas y ciamobacterias, provocd durante el Precimbrico Tardio una
dismimicidn en la diversidad y sbundancia de los estromatolitos (Awramik, 1971,
Mtton, 1Y73; Schopt, 1Y75). Los andiogos modernos de los estromatolitos pre
cfmbricos se encuentran continados a zonas restringidas de lagos, pantanos,
manantiales calientes y frios, planicies de marea, bahias hipersalinas y fon-
aos ocednicos (Walter, i970; Awramik et al., 1978).

Los ecosistemas microbianos laminados, incluyendo los tapetes microbia=
ms daminados por cianobacterias, han sido descritos en varios ambientes ac-
tales (Monty, 1465, 1967; Walter et al., 1973; Golubic, 1976; Krumbein et al.,
1977; 1brodyski, 1977; torodyski et al., 1977; Horodyski y Von der Haar, 1975;
Margulis et al., 1980). Uno de tales sitios es el '"Uomplejo Laguna Figueroa'.

La Laguna Figueroa es una laguna cerrada, elongada que se encuentra
a 1o largo de una cordillera de dqunas que dan hacia las playas del Océano
vacifico, en Baja California Morte, México; a unos 220 km al sur de los
EE. UU. ¥y a 15 km al norte de San Quintin, B. €. Norte.

L4 barra de dunas de 8 a 12 m de altura vy de 100 a 150 m de ancho, se
extiende a lo largo de la costa y detriis de elia se encuentra la taguna,
asociada con un pantamo saluw y una planicie de evaporitas; este conjunto
recibe ¢l nombre de "Complejo Laguna Figueroa' (Horodyski y Von der-Haar,

1975) (Figura 1),
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Figura 1. Mapa del "Complejo Laguna Figueroa", que muestra la local idad

de estudio. (Adaptado de Horodyski, 1977).




Se sabe que la Laguna sufre un ciclo conplejo de inundaciones, obser
vado desde cl verano de 1977 hasta el verano de 1981. La naturalezn somi-
desértica de la localidad, nos pemite suponer la existencia de tasas al-
tas de evaporacidn, que provocan cl establecimiento de condiciones extre-
mas de salinidad, desecacidn y altas temperaturas, bajo las cuales un ni-
mero muy limitado de organismos aicariontes es capaz de sobrevivir, y por
lo contrario estas condiciones propician ¢l desarrollo de cianobacterias,
bacterias fotosintéticus y heterdtrotas.

los ciclos de desecacion pueden detenninar la morfologia y la activi-
dad bioenergética (Horodyski et al., 1977). Quando estin cubiertos por
ma capa de agua de aproximadamente 50 an, se forma sobre los tapetes mi-
crobianos laminados una cubierta de lodo (Figura 11), e bupide la activi
dad fotosintéticu, en estas condiciones las bacterias heterétrofas asocina-
das a las vainas de las climotacterias, proliferan con facilidad utilizando
sus polisacaridos como fuentes de energia, destruyendo las vainas v trico-
mas de las cianovacterias, para dar {imalmente estratos de coloracion obhs-
cura, En cuanto se evapora el agua, la clanobacteria Microcoleus prolife-

ra originando un ruevo tapete "algal' caracterizado por estratos verdosos,

}

inicifindose asi un mievo ciclo en ta historiua de la cominidad microbilana
Monty y Margulis comunicacidn personal).

Durante todo el afio de 1980 1a locatidad pemanecid inundada v fue
hasta et verano de 1981 cuando nuevamente se desecd, en esta dltima visi-

ta se observé que ia cteria fotosintética Thiocapsa sustituye a la ciang




bacteria Microcoleus, dominando la primera en cl tapete microbiano lami-
nado (Margulis,comunicuacién personat ).

Sc ha considerado gie los tapetes microbianos laninados del "'Comple-
jo Laguna Figueroa'”, son un luen modelo experimental en condiciones natu-
rales, andlogo a ciertos sedimentos precimbricos ricos en carbono, fierro
y azufre representantes de aguas poce profundas (Horodyski et al., 1977,

En el "Complero Laguna Figueroa', se ha reportado ¢l encuentro de co-
runidades microbianas complejas representadas por lo tapetes algales mami-
lares de Intophysalis, las borlitas de Lympbya y por los tapetes algales
laminados de Microcoleus, auxiliares en el entendimiento de los depositos
proterozoicos, wque incluyen los microfésites preservados {Horpsyski et al.,
1977). La estructura de la comunidad, patrones de degradacién ¥ los proce-
sos de sedimentacién involucrados, han sido elucidados por lbrodyski y
Von der Haar (1975), Horodyski (1977) y Horodyski et al. (1977).

La comunidad microbiana de los tapetes laminados presenta gran di-

versidad metab6lica de procariontes. In cada una de las ldminas o capas se

encuentran poblaciones de microorganisnos algunos de los cuales participan
en la precipitacidn y retencidén de minerales tades como la aragonita; ade-
mis, otra buena parte de los mineriales resultan de 1a actividad abidtica,
de tal wanera que la laminacidn del tapete es de naturaleza bioldgica vy

abidtica. Las pelfeculas de minerales producidas por via fotosintética, he

terétrofa v abidtica, permiten el establecmiento de nuevas poblaciones




microbianas adaptadas a los numerosos micrommbientes existentes en la co-
mmidad microbiana laminada (Figuras 2,3,4 y 5).

los procesos de formacion de carbonatos, en donle los microorganismos
estin participando, también dependen de la disponibalidad de las sales de
G’ y Mg“, concentraciones de 4cido carbdnico (HZCOS)’ tanperatura, pH,
protumtidad, etc. (Monty, 1967 ; Kuznetzov, 1970, Gebelin y loffman, 1973).

La laminacifn resulta del gradiente en 1a intensidad luminosa, de los
valores de pH y del En®, propiciando asi condiciones anaerdbicas, microae-
rofilicas y anaerGbicas (Margulis, comnicacién personal).

Los gradientes de luminosidad y las diferentes longitudes de onda a
que absorven los pigmentos se reflejan en la laminacibn clésica, verde-
rojo-negro de la camunidad microbiana (Krumbein et al., 1980},

En una perspectiva ecologica ta participactén de productore$ come c€ia
mobacterias y bacterias fotosintéticas, que utilizan la radiacién solar pa-
ya producir materia orginica v ecnerpia metabolizable, y la presencia de con-
smidores, representados por una amplia variedad de bacterins heterdtrofas,
conduce a suponer la existencia de relaciones biocnergéticas complejas den-
tro del organosedimento laminado, en donde se llevan a cabo la produccion
y utilizacién de gases de mportancia metabdlica camo 02, “25’ (3!-14 y COZ'

las bacterias han jugado un mpel importante en la transfommacién geo-
gqiimica del planeta. Interactian con la atmbsfera a través de la produccién
y consumo de gases, con la litdsfera precipitando ciertos minerales, y. fi-

nalmente, con la hidrdsfera por 1a produccidn de MLS' que al solubilizarse




OH™ + 1Ko.” ¢ Ca’t——s Caco, + Hy

~

Figura 2. Precipitacién de carbonatos por cianobacterias Microcolaus y Lyngbya)

(C!{ZO) + HZO + 25

luz

(e

iz

+ HOgT Ca“—-——-—-)Ca(Ds + WO

Figura 3, Precipitaci6n de carbonatos por bacterias fotosintéticas

(Chromatium y Thiocapsa)




Catﬂd + 4!{2-»————--- »CaS ¢ 4!!20

Cas  + H00 ;= =——8CaC0, 4+ 1L,

Figura 4, Formacién heterétrofa de cartonatos Desulfovibrio v

Bacteroides)
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CO2 {atmosférico)

Co, + 1,0 4—————-»»112(:034-—-———»}~n‘:03’4——-—~——-—>cos’ (acuoso)

CaCOS (sedimento)

Figura 5. Precipitaci6n abiStica de carbonatos




se¢ transforma en el ién NH;. manteniendo asi condiciones favorables para
1a precipitacidn de carbonatos de calcio (Figura o).

Estas son las razones que nos conducen a utilizar las bacterias como
un buen modelo birolbgico que refleja partmetros medijoambientales de ia Tie-
rra primitiva (Uparin, 1968; Balch et al., 1977).

Los trabajos de cardcter microbioldgico que anteceden a éste, caracte-

rizan a la comunmdag principalmente por la presencia de poblaciones de cia

mhacterias (Horodysk: et al., 1977) y solo los dltimos estudios han in-
cluido la descripcidn de las comunidades bacterianas fotosintéticas, hete-
rdtrofas y en particular tas anaerabias, de tal manera que los trabajos mi-
crobiolSgicos que han resultado del estudio de estos organoscdimentos, de-
miestran que falta todavia estudiar mucha de la diversidad microbaiana Mar-
gulis et al., 1980; Margulis et al., 1980a; Giovanroni, 1979; Knumbein, 1978)
(Tabla 1).

Margulis et al. 1980, han supuesto que lus tapetes microbianos lamina-
dos, son similares en apariencia a los pedernales de laminacidn fina, en-
contrados en las fuacies de Swartkoppie del Onverwatch Tardio de Saddfrica,
con unit edad de 3.4 x 109 afios. En este sentido, adends de reatizar un estu-
dio detallado mds, sobre grupos individuales de microbios autdctonos, se con
sideraron 1los aspectos geoldgicos, geaquimicos y paleontoldgicos; como mrte
del proyecto realizado en colaporacifn con la Dra. Lynn Margulis del Departa-

mento de Biologia ue la Umiversidad de Boston. L1 estudio consistié en el

arslamiento y caracterizacifin de una cepa de bacterias heterStrofas que

- 12 -




Peprtuna (2 )NHS

Ca (HCD,), + 2 NHe————>(aCO; + (NH,) ,C0q

Figura 6. Efecto dei cambio de pl producido por 1a sctividad microbiana

en ls precipitacisn de carbonatos

- 13 -
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Tabla 1, ORGANISMOS QUE HAN SIDO OBSERVADOS EN LAS COMUNIDADES MICRORIANAS EAMINADAS DE LA LAGUNA FIGUEROA

PROCARIOTTS
Bacterias heterotréfas:

Beneckea

Nocardia
Flexibacterias:

Beggiatoa
Saprospira

Bacterias fotosintéticas:

Chromatium
Rhodospirillum

Cianobacterias:

Microcoleus chtonoplastes
Lyngbya
Inthophijsalis

*Este trabajo,

(hasta febrero de 1981)

Spirochaeta
Pseudomonas
Sphaerotiliug

rodoseundomanas

Spiruling
Anitbaeng
Oscillatoria

Bacillus spp,*

cocos, vibrios, espiroquetas,
espirilos, bacilos y filamentos.

PMeurocapsa Phormidiwm
Pseudoanabaena

Schizothrix




Tabla 1. ( continuacién ).

EUCARIONTES
Algas verdes:

Dunalieclla salina fristulas de diatomens

Interomorpha
longos:

Asperpgillus sydowi

Protozoarios cilindos y amiboides:

Stylonichia*»

! Animales:
it
(7 - .
. nendtodos, larvas de moscas, copépodos herpachtecoides,

En adicibn al material vivo, existen muchos derivados quimicos y hiolégicos en
los tapetes:

Material muerto:

restos de plantas (vegetacion de pantano saline)
restos de animales (especinlmente artrépodos)

[
—— s
Nt Yt

**Forma parecida,

Adaptado dei Margulis et al., 1980 a,




tomman parte del ecosistema microbiano laminado.
El perfil bioquimico y fisiolégico de este tipo de organismos, ademis

de ser auxiliar en la taxonamia, proporciona intommacidn acerca de las pri

meras etapas de evolucion de las vias catabSlicas. A partir del eswdio del
metabolismo cunpumclo, se ha argumentado que los pruneros organismnos eran
heterStrotos anaerobios, es decir, utilizaban la materia orginica que re-
alts de la sintesis abidtica (Haldane, 1929; Oparin, 1938). Por supesto
que los heterétrofos actuales deben diferir de los primeros organismos en
algunos aspectos de st metabolismo, ya que en la actualidad la materin or-
ginica de la que dependen, resulta de la actividad biolégica a diferencia
de la materia orgdnica disponible en los mares primitivos (Broda, 1975).

Sin anbargo, el estudio de las diferentes rutas metab&licns v de las
asociaciones bioenergéticas presentes en estos tapetes microbianos lamina-
dos, permitird profundizar en el entendimiento y reconstruccion de la evo
lucion de los sistanas microbianos primitivos v de los procesos biogeowqui-
micos involucrados.

El capitulo a contimacién resume el marco tedrico en que adquiere sen

tido el trabajo experimental de esta tesis,

- 16 -



IT.- ORIGENES Y PRIMERAS ETAPAS DE IVOIUCION DE LA VIDA

- Teoria Bvolutiva Oparin-Haldane del Origen de 1a Vida.

A principios de miestro siglo, existian diversos obsticulos para

comprender el origen de los ancestros primarios Jde todos los organisnos

terrestres (Olea, 1981).

4) La creencia dommante de que s6lo 1os seres vivos son capaces de
sintetizar miateria orginica, imposibriitabs entender cémo se formaron los
compuestos orginicos antes de la aparicidn de la vida,

bj los elegantes expermentos que thtentaban resolver la controversia

de la generacién espontinea, realizados durante el siglo XIX, no contampla-

®

ban la posibilidad de una aparicioén stibita, pero a nivel molecular, de en-
zimas, penes, virus o coloides (Farley, 1977).

c) k1 descubrimiento de las hucterias quimioautétrofas, condujo a al-
gunos cientificos ae la Epoca o wuponer, desde una errénea interpretiacién
darwinista, que los primieros seres vivos debieron haber sido aut6trofos
"sencillos”, que obtenian energia de Ia oxidaci6n de sales jnorgﬁnicas.

A ta vez, esta sumsibc.i(?n intentaba dar respuesta al problema de la sin-
tesis de materia orgfinica en ausencia de seres vivos.

d) Los planteamientos propuestos cran fundamentalmente especulativos
e impedfan abordar el problama experimentalmente.

Oparin (1924) y Haldane (1929), elaboraron independientencnte los pri-

meros trabajos que hacen del origen de la vida un problema cientifico legi
timo, pues sus ideas se basan en diversas observaciones y hallazgos expe-

rimentiales.




Podemos. considerar que la Teorfa Oparin-Haldane no resulta de 1ia
acumulacidn de conocimiento de las diferentes disciplinas hasta ese mo-
mento desarrolladas, por lo tanto no tiene precursores. Hasta entonces por
vez primera se propone una forma totalimente nueva de interpretar y plan-
tear el fenfmeno de la aparicién primaria de la vida,

En cl planteamiento original de Cparin, se menciona la existencia
de hidrocarburos en las atmdsferas de estrellas rojas, cometas y metcoritos,
asi como los posibles mecanismos involucrades en la sintesis abidtica de
miteria orgdnica en la Tierra primitiva, en este Gltimo sentido se ha sefa
lado que la hipdtesis de Mendelcev sobre el origen inorgdnico del petréleo,

fue de gran valor heuristico para Oparin (Graham, 1976).

C3A14 4012 ”ZO 3 CH‘3 L M(OH)3

Haldane, como otros bioquimicos, presté atencidn a los experimentos de
Baly, quien obtuve formaldehido y sustancias similares a las que constitu-
yen a las proteinas, a partir de una mezcla de agua, didxide de carbono y
amoniaco, bajo la accidn de la radiacién ultravioleta. Haldane sostiene que
ast se sintetizd en ¢l pasado la materia orginica, para finalmente acumular
se en los ocdunos primitives dando lugar a una "sopa caliente y diluida'
(Farley, 1977).

Por lo tanto Oparin y Haldane plantean procesos_abidticos de formacion
y transformicidén de la materia orgdnica, es decir, la aparicion de la vida

no se¢ concibe come un hecho repentino y fortuito sino que es precedido por




procesos naturales de sIntesis de materia organica a partir de inorgmi-
ca, cn presencia de fuentes de energfa libre. E1 aumento de complejitdad de
estos compuestos orpdnicos y de los microsistemas moleculares resultantes,
conducirfan al surgimiento de los primeros vivientes, que habriran sido he-
abidtico presente en las aguas primigenias. Bl crecimiento de las poblacio
nes bioldgicas a lo largo de varias generaciones, condujo al agotamiento
de aduéllqs yosurgid asDuna de las presiones de seleccion que llevarta
mis adelante a la aparicién de la autotroffa.

Para Oparin, el conocimiente del desarrollo ulterior de los primeros
seres vivos, resultarfa del estudio comparativo del metabolismo celular, in-
quictud que pretende ser retomada en esta tesis, es decir, en efecto hoy
el problema estd sujeto al trabajo tedrico y experimental,

La concepcidn: contemporines de la teorfa evolutiVa sobre el origen de
la. vida no‘dificre en lo fundamental del trabajo de 1924. Oparin (1971,

1972 y otras obras) dividié en cuatro grandes etapas de complejidad crecien-
te ¥ de carficter cada vez menos universal, los procesos evolutivos que lle-
varon al origen de la vida en 1a Tierra:

a) Aparicién de hidrocarbures, cianuros y sus derivados tnmediatos en

el espacio cdsmico y durante la formacion de la Tierra y el desarro-
110 subsecuente de su corteza, atmdsfera ¢ hidrésfera.
b) Transformacién en la superficie del plinetn de los compuestos ini-

cinles del carbono en sustancias mfis y s complejas -mon@meros y




polimeros- aparicidn de 1a sopa primordial.

¢) La autoformacidn en el seno de esta sopa de sistemas polimolecula-
res abiertos, capaces de interactuar rcct‘proc:unén& conn ¢l medio y
de crecer y multiplicarse gracias a esa interaccidn -aparicidn de
los protobiontes.

d) La evolucisn posterior de estos protobiontes, el desarrollo a tra-

vés de la seleccidn prebiolsgica de un metabolism mdfs perfecto v
de ostructuras moleculares y supramoleculares mds perfectas -apari-
cion de los organismos primordiales.

Las dos primeras etapas estdn subordinadas a las leyes ffsicas y qui-
micas comunes i toda la naturaleza, lo que penmite suponer yue estos proce-
sos de evolucidn quimica podrfan existir en muchos lugares del universo,
como indica la existenciia de materia orgdnica extraterrestre (Figura 7).

La reproduccidn ¢n el | aboratorio de las condiciones que pudicron has
ber prevalecido en la Tierra primitiva, ha wostrado convincentemente la
sfntesis de numerosos compuestos orgdnicos cntre los cuinles se encuentran
aminodcidos, bases pdricas y pirimfdicas, carbohidriatos, dcidos orgdnicos
y otros (Lenmon, 1970). La hipdtesis de evolucidn quimica estd apoyada por
cl desculn"i.m.i‘cntd de una gran cantidad de moléculas orgdnicas en condritas
carbonosas y de sus precursores cn nicloos cometarios y on el medio inter-
estelar (Ord, 1972), reforzando ast 1a idea de que la stntesis qutmica en
1a Tierra prebidtica condujo a la presencia v acumulacion, a lo Largo del

tiompo geolégico, de cantidades sustanciales de mol6culas orpdnicas en las




charcas poco profundas v lagunai estuarings (Oro ot al., 1978).

Se ha sugerido que Tas sustancias orpanicas, mondmeros y poltneros,
aparecieron boaio diversas condiciones localiradas en diferentes resiones
de la sperficic de ta Ticrea, 1lamadas *territorios subwitales' (Oparin,
1974}, tn elios ia relacitn del proceso sintesis- desintegracidn de los
compuestos del carbono pudo haber diferida, es decir, muchas sustancias
vdcv alto peso molecular pudievon univse para formar entidades individuales,
microsistemas multimoleculares, algunos continuarvon desarrol lindose y otros
sufrieron descomposicidn purtiul o completa debida o los cambios ambienta-
les, No obstante, los prnduétns de 1a descomposicidn pudieron combinarse nue
vamente e iniciar mievos procesos de desarrollo evolutivo, pero sobre bases
distintas, AsI, on varios territorios Subviralos de la superficie de la Tierra,
se encontraban diversos estados evolutivos o un mismo tiempo, lo que condu-
ce a negar 1a idea de una esiergencia finica de 1a vida en la Tierra. Este
concepto maderno asume 1a multiplicidad de la aparicién de los primeros se-
res vivos (Opavin, 1974) (Figura 7).

La relativa facilidad con que se transforma 1o materin orginica y el
descubrimiento de interconversiones no enzimdticas, ha llevado a algunos
investigadores a pensar que los procesos de evolucién quimica necesariamen-
te conducen a la aparicién de la vida, Al respecto, Oparin contraargumenta
en sus trabajos de 1971, 1972, 1978 v 1980, mencionundo el caso de varios
cuerpos celestes que muestran 1a presencia de compuestos del carbono con

diferentes grados de complejidad y en los cuales no se ha detectado vida,
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asi pues, no todas las linecas de desarrollo de los compuestos del carbono son
responsables de la emergencia primarin de organismos (Figura 7),
. . ” . .
"Por tanto, a priori podriamos esperar el descubrimiento de tales pro-

€esos en una v otra forma, ne scflo en la Tierra sino también con otros cuer-

pos celestes. Sin embargo, en nuestro plancta en una etapa especial del
desarrollo de la materia, surgid la transicidn de la evolucioh quimica a 1a
evolucion biologica, Despues de este cambio predominaron leyes nuevas y mu
chc:mcnos universales' {Oparin, 1972).

Los dos Gltimos postulados de la teoria contampordnes Oparin-Haldane,
sefialados en lfhcas anteriores, corresponden a la evolucidn prebiologica o
protobiologica, en donde la formacidn de sistemas polimoleculares abiertos
con-separacién de fase (SPASF), fue paso obligatorio para el surgimiento de
la seleccidn natural v para la transicidn de 1a evolucidn quimica a 1a bio-
16gica.

L1 existencia de pobldcinnas de microsistemas individuales v variables
en la Tierra primitiva, permite establecer un proceso de selecciédn natural
primitiva o protoseleccidn natural: los microsistemas que 1levan a cabo
reacciones coordinadas, bajo condiciones dadas del medio externo, se man-
tienen y awmentan su complejidad por la sfntesis y crecimiento del siste-
ma como un todo, mientras que otros microsistemas,bajo las mismas condicio-
nes, se desintegrarfan debido a las tasas bajuas enel proceso de sfntesis
que realizun en su interior, limitando su crecimiento (Oparin, 1965) (Fi-

gura 7 ).




Los Procesos de evolucibn quimica y prebioldgica propuestos por Oparin

(1971, 1979) se esquematizan a continuacidn.

| e

protobiontes con c¢ddigo genético
primitivo

"seleccidn natural’ de
protobiontes

origen de S,P.A,S.F,

origen de polfmeros

y

sintesis y descomposicién de cormuestos
del carbono

Figura 7. Esquema de las vias de evolucion de 1os sistemas prehidticos.
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micos tales como: coacervados (ver citas e Qparin), microesferas (Fex,
1976; Fox y Dose, 1977}, microvesfculas lipfdicas (Oro et al., 1978 Har-
greaves y Deamer, 1978; Deamer y Oro, 1980}, microestructuras (Folsome,
1970) ctc., que pretenden explicar si en la Tierra primitiva pudieron haber
aparecido los SPASF, cudl pudo haber sido su naturaleza y su papel en los
procesos de evolucidn prebiolégica,

Es importante recordar que la evolucién prebioldgica no se refiere a
la evolucién de poiimcros que pueden realizar interconversiones no enzimi-
ticas, ya que, por cjemplo en un pentapfptido de L-glicina no existe indi-
vidual idad ni variabilidad y por le tanto mo actwaria sobre é1 1a proto-
seleccidn natural,

Lasoventajas evolutivas que presentan los SPASE sobre los polimeros
aislados o capaces de realizar interconversiones no enzimiticas se expli-
can a continuacidn:

a) Los sistemas con separacidn de fase mantienen su individualidad
con respecto a su alrededor ditufde, debido a lua existencia de una
frontera en cuyo interior y fomande el limite estdn los consti-
tuyentes del sistema (Oparin, 1972; Fox, 1970; Qro ct al., 1978).

b) La presencia de un 1fmite definido establece una permeabilidad
selectiva al agua, pequenos iones v pequefias moléculus oveinicas,
facititando la evolucidn de un sistema metabdlico sencillo al uti

lizar tales compuestos (Hargreaves ot al,, 1978; Ord ct 11,, 1978),

-2




c)

d)

).

f)

g)

h)

En el interior del sistema, ademds de hallarse protegido el material
orginico, pueden alcanzarse concentraciones cindticamente favorables,
que iniciaron el establecimiento de reacciones sencillas que an-
tecedieron al metabolismo (Oro et al., 1978; Oparin y Gladilin,
1980).

Las pobliaciones de microsistemas individuales y variables pevmiten
establecer un buen modelo para explicar ¢l proceso de protosclccci&n
natural, respansable de la desintegracidn v aumento en complejidad
de los mismos bajo condiciones dadas del medio (Oparin, 1965, 1971,
19723 Ovo .ct al,, 1978).

La influéncia de factores mecdinicos externos como las olas de los
océanos primitivos, permite la divisidn de los sistemas es decir,
mecanismos primitivns de multiplicacidén (Oparin, 1972),

La Eonnnciéﬁ de microsistemas constitufdos por poiinucledtidos,
polipfptidos y otros, permiticron la evolucién de los sistemas de
autoensamblaje especificos,representados en la actualidad pof la
sintesis de proteinas (Ord e 4., 1978; Oparin y Gladilin, 1980),
La capaci&nd de intercambiar materia y energfa con su medio, per
mite oponerse al incremento en la entropia, posibilitando asf el
desarrollo de un estiado estacionario orientado hacia su autocons
servacion Y autoberpetuncién, dentro de un conjimto dado de con
diciones del medio externo (Oparin, 1971, 1972),

Los microsistemas formados por el autoensamblaje de moléculas an-




fipdticas, permitirvin comprender el oricen de las primeras bio-
membimnas. L naturtleza anfifflica de sus corpenentes e con-
ficren cierta elasticidad, fluides v capacidad de reparar espon-
tduncomente las rupturas producidas por los ofectos mecAnicos, Ade-
mis de que en snointerior se Tlegan a formar vesfeulas con conte-

nidos. itcuosos considerahles (Or§ et al,, 1978),

Bs claro que 1a seleccidn natural se origing en Lo ctapa prebiolduica
y determing Ia fomacidn de agqaelTas propicdades gque son inherentes o to-
dos los seres vivos,

Unit carictertstica exclusivamente éspectfica Jde todo 1o viviente, es
ln;“smhuwim:du o entropfir, 1a creacitn de un orden a4 opartirc del movi-
micento l(‘.‘nnicd v desordenado de Ias maléculas, v gqne tos sistemas vivos
son sistemas ablectos cuya existencin resalta de Liocontinign inturHCCiﬁn
de Tos mismos con cl medio ambiente. Por-eso, fa formeidn de sistoms
nhicrt0$ ihdividnnlcs en una solucidn scuosa primitivae homoebnen, Cie una
otﬁpn ohlign;nrin en Tas vias del oripen do tos seros vieves (Oparin, 1979
Oparin y Gladilin, 1930),

Una scpundn caracterfsticn especTlicn o desarrollur, os la adaptabili-
dad exclusivamonte perfecta de sy ostructur v mmtnh&Eisrn, a la constan-
te autoconscrvacidn y autoporpetuacion de Tos sistemas en las condicinnes
dadis de existencia (Oparin, 1979 Cparin v Gladilin, 1980),

Y una tercera ¢s el surgimiento de un patrdn de transferencia de 1a

ST

informacidn, basado en su organizacidn intramolocular Ao cormuestos




plejos, 1a herencia (Oparin, 19795 Oparin y Gladilin, 1980),

E1 desarrolio de un sistema de almicenamionto v transforencin de 1a
informacidn, do cadenas de reacciones quimicns coordinadas en estado esta-
clonario que resulta del intercambio de materio y enerafa, on resumen Ia
adaptahitidad del todo v de Tas partes oo medio ambionte dade, sdio P -
dicron Hevarse o crbo por Ta evolucion gvadia !l de microsistomis :1l)im't'n$
o protobiontes.

Todas estas carncterfsticas no padicron hober surpido o+ nivel Je po -
1omeros aislados, 14 origen deoTnovindn POT S8 CRTIVO feCeRiy Bment e o iin-
do i L seleceddn matural Je sistemos variables, individiales ¥oron sepinr -
cidnode Tases, de Jos cmles Jos seres vivos son tos mAs avanzados {(hyurrin
y Gladitin, 1980),

Sin ombarye, no es bostante para entender cdmo la orgimizacidan de cre-
cimierto y multiplicacidn de los protobiontes podrfa mejorar pradualmentes

Consideremos Tas mejoras com las que afectan primiriomente ¢l apara -
to catalfTrico del protobionte, importante factor de organiziacifin en el ini
cio del metabolismo que o su vez depende de as tasas de rearcceidn de sus
constituyentes, Lias sustancias orgfnicas o inarpdnicas disponibles on 1u
superficic de arcillas pudicron ser fncmrPO'uduS al interior de los micro
sistemas polimoleculares (Oparin, 19657 Oro et ai., 197%),

Ll entendimiento de la cinftica enzimdtica v de Ja catflisis no on-
zimitica, ha mostrado que las moléculas orpinicas v sales inorgdnicas en

soluciones homogéneas, tienen baja actividad catalftica pero sus diferentes




posibilidades de combinacidn y de adicidn de los compuestos resultan en un
aunento en la actividad, En este sentido, ¢ han obtenido actividades ca-
talfticas que oxceden la de 1a sustancia original por mwchos miles de ve-
ces. (Langenbeck, 1953, en Oparin, 1965),

La presencia de ciertes catalizadores on solucidn, no conduciria a
que la seleccidn natural actunra sobre ellos, ya que su habilidad de ca-
tdlisis no les did ninguna ventaja en longevidad o incremento en ntmero,
en comparaci6én con otras moléculas que no tenfan dicha habilidad, Fsta si-
tuacién fue diferente parn los catalizadores incorporades dentro del sis-
tema protabionte camo un tado, La absorcidn selectiva por los protobionfes
permitid la acumulacién y formucidn de complejos catalfticos activos diver
sos en eficiencia Oparin, 1968),

s po$ible imaginor un enomme nerevo Jde varios grupes aténicos cuvas
combinncionds padrian haber catalicade las reacciones regueridas parn Ia
existencia de los protobiontes.

No ehstante, la protaselecci®n natural sesufa actuande hasta auedar
my pocos de esos ca#nli:ndorQS que en el jaterior de les protobiontes lle
varon 4 cabo nuevas reacciones, cecrdinadas cor ia<e antes existentes, con-
firiéndole ventajas sobre el resto Jde Ja poblacidn, Como consecuencis, el
crecimiconto y la multiplicacidn pudicron haber side considerables, aumentan
do el tamaiio de 1o cadena Jde reacciones, ramificindosce o cervindose en la
forma de ciclos, Pstas poblaciones do protobiontes ocuparon una posicion

clave en 1a evolucidn prebhicidoica v los catalizadores gque poseian en esta




etapa de su evolucidn estarian representados por las <oenzimas hoy familia
res en biogquimica (Oparin. 19657},

Sc sabe que las coenzimas, varias de las cuales son viraminns, son com
plejos de moléculas orgiinicas, esenciales para muchas reaceiones cataliza-
das por encimas. Al menos ol 529 de 1as aproximadamente 1,750 enzimas re-
clentemente catalogudas (TUPAC-TUB, 19721 requieren de una coenzima para
su actividad {(White, 1976).

La distribucitn universal de laz coenzimas en 105 seres vivos actua-
fes, ha permitvide postuiar que en cierra etapa de evolucidn de Jos proto-
biontes las coenzimas actuaron reemplazando a los catali-adores orgﬁnfcos
e inorginicos mis sencillos pero menos eficientes (Oparin, 1968),

Ciertamente, la aparicidn de procesos de sintesis, come la produc-
cidn de coenzimas i partic de compuestos externos mis v owlis simmles, desen-
cadend la independencia de los protobiontes sobre la composicién del medio
{(Horowitz, 1945; Oparin, 18965),

Sin embarpo, la actividad cataliticn de las coenzimis no es suficien-
te para explicar la compleiidad de las vias metabdlicas. Por lo tanto el
mejoramiento ulterior del metabolismo primitivo requirid de enzimas o pro-
teinas con una estructura seaundavia v oterciaria soberbiamente adaptada a
sus funciones (Oparin, 1968),

Posiblemente, In polimerizacidn de aminodcidos en protobiontes podria
haber conducido a la formacibn de tales asociaciones de residuos, que

nodrian haber servide come contros activos, Yin eharao, sty ventaia se




perderfa ripidamente si la polimerizacion se efectuara al azar, v esto fre
narfa el crecimiento del protobionte (Oparin, 1965),

En estas primeras etapas de desarrolle, los polinucledtidos conteni-
dos en los protobiontes, pudicron haber cjercido un cierto efecto en 12 o
limerizacidn de aminoficidos existentes en el sistema. la estructura intrs
molecular de los primeros nucledtidos fue muy primitivay cambi6 marcadamen
te durantc el crecimiento y desarrollo de los protobiontes,

En los organismos contemporancos, la stntesis da protetnas se lleva
a cabo por un mecanismo exageradamente complicade v altamente desarrolla-
do; un mecanismo de esta clase, por supueste, pudo haber aparecide sole
durante la prolongada evolucidn de los sistems vivos,

Es evidente que entre los polipdptidos originales débilmente catalt-
ticos y las enzimas actuales, se produjo un enorme nimero de posibilida-
des de catdlisis que fueron probadas v rechazadas por seleccian natural,
Por esta razdén sdélo encontramas en:zimas con estructuras altamente desa rro
1ladas (Oparin, 1965, 1968),

De esta manera, ha sido posible tratar un esquema de lus diversas eta
pas cvolutivas que se extendieron entre los sistemas iniciales v los orga-
nismos primrios o éubiontes. Estas contemplan el desarrollo progresivo del
sistema de autoensamblaje no espectfico, situado en el interior de los pro
tobiontes primitivos iniciales, cuyas tasas de sintesis estaban dadas por
olfgomeros y polimeros con bajo grado de organizacidn, obtenidos del medio
exterior. El proceso de protoscleccion natural y las continuas transfor-
maciones sufridas por estos sistemas, dieron lugar a peblacions de proto-
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biontes en los cunles va se originan los clementos A autuensanblaje espe
cifico, en donde la conformacidn cspccfficu condujo i un mavor grado de po-
limerizaci6n, que representd un aumento gradunt de sus niveles de organiza-
¢idn, como son el crecimiento, la divisién v ola diferenciacidn, Mds tarde,
Ia evolucidn de la selecciodn prebioldgica produio un perfeccionamiento en
el autoensamblaje especifico que traje como resultado la formacidn de es~
tructuras adaptadas, representadas por estructuras v fimciones de diferentes
rolimeros cn el sistem de biostntesis de 1a célula corpleta (Oparin, 1957
Oparin y Gladilin, 1980).

"la seleccidn de los protobiontes también invelucra una seleccién de
sus constituyentes, To que da como resultado un continue mmento en el ni-
vel de cspccificidnd estructural de los polimeros v en su autoensamblaje,

y en la formacidn de micromoléeulas que comhinan un mayor grado de polime-
rizacién con la capacidad de mantener una conformacidn estable cspectfica.
El desarrollo posterior de 1a seleccitn natural de los protobiontes produ-
jo el surgimiento de los sistemas biol8picos primitivos, capaces de sinte-

tizar polimeros biol8gicamente espectficos" (Oparin vy Gladilin, 1980).




B.- Posibles Vias de Evolucién de los Primeros Seres Vivos,

En realidad, con la aparicidn de los eubiontes se inicia una nueva

etapit de desarrollo de la materia: la evolucion de 1os seres vivos. Il es

tudio detenido de este proceso de evolucidn puramente biol6gico, padrd fa
cilitamos en gran medidia Yo comprensiénde su génesis inicial, es decir,
los seres vivos actuales situados en diversos peldanos de la escala evolu-
tiva, proporcionan datos objet i\\'o.s.' sobre las formas mas tempranas de exis-
tencia de vida en este planeta (Lamarck, 1809: Darwin, 1859; Oparin, 1957).
Al respecto, os ,p:lrticu.li:mnentc‘ atil ¢l estudio comparado del metaboiismo,
Tos andlisis sobre la sccuencia de mninodicidos v bases en protefnas v dcei-
dosbnurclcicos, el entendimiento del registro geoldpico y paleonteldgico del ‘
Precimbrico, asi como el de sus andlogos modernos (Qparin, 19068; Scwarts v
Dayhoff, 1978; Avramik et al., 1978).

Cicr-t:mﬁnic los cubiontes codificaban ta informicidn en 1a secuencia
de bases del ADN, que a la vez determing la secuencia de aminedcidos en pro
tefnas. Su genoma debid haber sido de hijo peso molecular debido a su rela-
tiva sencillez ¥y por to tanto debieron ser unicelulares, microscépicos, con
membranas  selectivamente permeables a los jones v al material orginico
disponible, lo que supone que su metabolismo fue heterdtrofo, en donde las
moléculas no sélo fucron fuente de compuestos activados pira procesas cata-
Hfticos y de conversidn bioenergética, sino también como precursores para
Ia biosintesis (Oparin, 1957; Margulis, 1972; 01 et al., 1978). La proba-

ble existencia de ambientes primigenios con bajos potenciales de 6xido-
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reduccidn, sugiere un cardcter estrictamente anaerdhico para los primeros
seres vivos. Los estudios de reconstruccidn de medios ambientes primitivos
y ¢l concepto de terrvitorio subvital, permiten suponer que los primeros
cubjontes se desarrollaron en ambientes ricos en miteria orgfinica, como son
Ta superficice de arcilias localizadas on charcas pequenas ¥ lapos estuarinos,
con diferentes grados de sal inidad, temperatura y pH; la asociacidn de los
seres vivos con la superficie de arcillas servirfa como foma de proteccidn
a los cefectos producidos per la radiacién ultravieleta. La distribucién uni
versal de las reacciones de Ax ido- rednge idén, polimerizacidn y acoplamiconte
en la fijacion quimica de ta encrgio en los seres vivos actunles, sugiere
que éstas también podrian haber existido en los primeros eubiontes (Oparin,
1968, 1971, 1974; Oré ct al., 1978).

A continhucién se presents una argumentacidén que pretende sustentar
la hipdtesis heterdtrofa sobre el origen de la vida (Oparin, 1924, Haldane,
1929), en contraposicion a lu idea de un metabolismo autétrofo en tas pri-
meras células,

La hipdtesis heterdtrofa requiere de la sintesis de compuestos org§-
nicos diversos bajo condiciones de la Tierra primitiva. Sin embargo, la
idea de que la superficie de la Tierra se encontrd extremadamnete caliente,
imposibilita la formacidén de una hidrdsfera rica en materia orginica. Des-
de la perspectiva del modelo de acrecidn inhomogénea sobre la formacidén de
la Tierra (Walker, 1976}, postula la aparicién de una hidrésfera en ctapas
muy tempranas en la cvolucién del planeta, mientras que otras evidencias

- @ 9
geoldgicas presentadas por Moorbath (1977), suponen que hace 3.8 x 10° aios




se depositaron las primeras rocas sedimentarias en medio acuoso, responsa

ble de 1a formmacién del cinturén supracortical de lsua en Groenlandia, De
esty manera podemos parantizar la existencia de masas de agua que concen-
traban materia org8nica en la Tierra primitiva.

El avance de la bioquimics comparada ha revelado que la compleiidad
metabolica est§ directamente asociada con el habito alimenticio. Mientras
mis pocos y mds simples sean los nlimcnfus requeridos por los organismos,
€505 [I0Seen mmerosas y largas vias metabdlicas que a partir de la mate-

ria prima,conducen a una sintesis final Jde constituyentes celulares {Lamanna

AT At

et al., 1973).

Otro argumento que se utiliza s Favor Jde 1a hipdtesis heterétrofa es
el hecho de que alin en organismos quimiosutdtrofos v fotoautdtrofos se en
cuentran a]gunoé pasos de vias metabdlicas heterdtrofas, es decir, su amplia
representatividad en el mundo vivo coloca a 1a heterotrofia como una via
metabdlica ancestral (Oparin, todas sus obras). Por otra parte el anilisis
de las principales vias catabdlicas,demuestra que 1la fosforilacidn oxida-
tive y la fotofosforilacién s¢ encuentran regulamente asociadas a1 la mem-
brana y a la cadena Jde transporte de electrones, 1o que implica un alto ar
do de complejidad. Mientras que la fosforilacidn a nivel de sustrsto, como
son 1as etapas de la glucdlisis, muestran que sus enzimas individuales no
se encuentran ligadas entre si por ninguna Jependencia fisica, es decir, no
parecen estar formando complejo enzimatico alyuno (Lehninger, 1975; Clarke

y Elsden, 1980}, Sin embargo, algunas secuencias especificas Jde esos proce
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s08  se encuentran débilmente asociadas a 1a membrany plasmitica. Ademas
de que estos procesos sdlo ocurren hajo condiciones anaerdbicas, los ren-
dinientos bioenerpéticos de la fermentacifin s6lo pemiten la sintesis de
una a tres moléculas de AP, lo que refleja su cardcter primitivo.

En 1y actuatidad se conocen diversas vias metabdlicas he
terdtrofas anaerébicas estrictas (Decker er al., 1970), lo que conduce a
plantear la sipuiente cuestion: ;(udl de 1as vias metabdlicas heterdtrofas
anaerobias actuxles estuvo representada en 1os primeros seres vivos?

Una serie de consideraciones ha  conducido al punto de vista de que
las primeras vias metabdlicas generadoras de ATP o moléculas acarreadoras
alternativas, estuvieron representadas por la fosforilacidn s nivel de sus
trate asociadas con reacciones de fermentacidn (Broda, 1975). Otro punto de
vista al respecto es el propuesto por Oparin (1968) quien enfatiza en el
metabolismo de los carhohidrntos,sustcnicndo que la glucdtisis  pudo haber
sido la via metabdlica mds primitiva. Apoviandose en 1o propuesto por Oparin,
Krehs y Kornberp (19571 sugieren que este pudo haber sido seguido mis tar-
de por una via anaerdbica de las pentosas. Esto basicamente resulta de la
aplia distribucion de la glucélisis en los seres vivos actusles, ademds.
de que s06lo requiere de vnce pasos enzimiticos para desdoblar la glucosa
en alcohol, dcidos orgdnicos y gases. Alln con estos argumentos esta hip6-
tesis tiene el inconveniente de que los carbohidratos pudieron ser poco es
tables y dificiles de concentrarse bajo condiciones de 1a Tierra primitiva

Miller vy Orgel, 1974; Broda , 1975). De tal forma que debieron usarse otros




sustratos fermentables anaerdhicamente pero con vidas medias altas.

Clarke y Elsden (1980) completan el plantesmiento de Broda( 1975), pos
tulando que los mminoicidos libres o dipéptidos fueron inicialmente utili-
zados como sustrato via fermentativa, ademds de que se pdieron enplear en
ls sintesis de proteinas, sugiriendo asi que en aigunas vias catabdlicas de
las bacterias anserfbicas actuales,existen trazas de ciertas reacciones pri
mitivas. Tal es el caso de las reacciones que producen carbamil-fosfato, en
donde la arginina es utilizada por anaerobios de los géneros Streptococcus,

Clostridium y Pseudanonas, que utilizan en un primer paso a la enzima L-ar

ginina iminohidrolasa para producir citrulina y amoniaco, el préximo paso
es el rompimiento fosforolitico de citrulina a arnitina y carbanit-fosfato
por med'm_- de la ornitina transcarbamilasa. La descamposicion de la citruli
na resulta en la formacién de ATP en donde el paso final es 1levado a cabo
por la accién de la carbamato cinasa( Sokatch, 1969: Decker et al., 1970).
la secuencia de reacciones es la signiente:
Arginina + ”20 — citrulina + NH,
Citrulina HBPOJ —» ormitina + carbamil-fosfato

Carbami i-fosfato + ADP ———ey 30 1do carbamico + ATP

P,

Suna: Arpinina ¢+ HL,0 ¢+ ll.}l-‘&\__l-——.orniti,na + NH, + acido carbamico + ATPR

3
Otro tipo de fermentacidn es la que ocurre con pares de aminodcidos,
la reaccion de Stickland, en donde un aninodcido es oxidado y otro reducido,

por ejemplo la alanina funcionaria como donador de electrones y la glicina




como aceptor de los mismos (Sokatch, 1969; Decker ct al., 1970).

Alanina + NAI) ———e piruvito + NADN + :\’H,’
Piruvato + NAD + CoA  ———p ncetil -CoA + 0, + NADI
Acetil-CoA + fosfato + AP ———gm acetato + ATP + CoA

2 Glicing + 2 NADH + 2 ADP ——— 2 ycetato ¢+ 2 NAD + 2 ATP + 2 .~‘\‘I~LS

e At e s 1, PR T men b s s —

-

Sumi: Alanina 4 2 glicina + 3 ADP ——83 acetato 4 3 .‘\"H.S + 3 ATP +.CO,

Pava 1a reduccifn de la glicing son requeridos fosfato inorednico y
ADP en _ndicién aun ditiol o NADH . La reduccion de Ia clicina a dcido
acético se'mbstrc‘)‘ oét:ﬁr acoplada o 1a formacién de unn cantidad estequio -
zn&tricu de AT a partir de ADP v fosfato inorgdnico, iay evidencias que
muestf:m que dos pr'ot@'hms son las involucridas,

be lo exnt¢'1~icvr' concluyen los autores que de todas 1as reacciones cono
cidas en 1a fermentacién de aminoicidos, sblo alpunas ocurrieron en Ias
etapas tempranas de la evolucién metab8lica (algumas de las presentadas an
teriomente), ya que es posible generar enlaces pirofosfatos de fosfato in
orginico por una reaccifn acoplada entre un aceptor de electrones espect -
fico (glicina o prolina) activado por catalizadores espectficos y un doma-
dor de electrones no especifico, donde 1a produccitdn de éste requiere de

un catalizador, De donde sugicren un sistema primitivo en el que el poder
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reductor es provisto directamente de im compuesto del medio, por cjemplo
un ditiol, sin neccesitar un catalizador espectfico.

Los tipos de compuestos importantes para la fosforilacién a nivel de
sustrato cn metabolismos anacrébicos se ilustran en la Tabla 2.

A pesar de que un nfmero considerable de nutrientes es$ utilizado por
los organismos anaerébicos hay sélo seis a ocho pasos de fosforilacidn a
nivel de sustrato para la conservacidn de energfa (Tabla 2),

Muchos microorgnnismos anacrébicos deben corpletar la formacidn de
ATP por una sola fosforilacién a nivel de sustrato, mientras que la mayo
ria de las células acrébicas tienen ademis de varias fosforilaciones a
nivel de sustrato tambhién un sistema my efectivo de Fosfori]utién por
transporte de electrones de la cadena respiratoria (Decker er al,, 1970),

Ast, el nﬁmerb de procesos enzimdticos asociados con la fosforilacidn
a nivel de sustrato,se ha encontrado ser sorprendentemente pequeno,

‘Ejemplos de 1a degradacién anaer6bica de aminodcidos, alcoholes, dci

dos grasos, bases nitrogenadas y carbohidratoes {Barker ot

N\

al., 1940, Bar-

ker et al., 1945: Krebs y Kornberp, 1957: Wooud, 1961 1 Decker ot al., 1970),

El proceso catalizado por las acilato cinasas es la mds importante

reaccién para la produccién de enerpfa en anaerobios, Esto ocurre en todas

* Acido tetrahidrofélico



Tabla 2, SUSTRATOS "“RICOS IN LNERGIA'™ DE TAS ENZIMAS SINTETTIZADORAS DE

ATP EN LA FOSFORILACION A NIVEL DE SUSTRATO.

TIPO DE COMPUESTO SUSTRATO

fosfoacil anhtdrido acetil fosfato
carbamil fosfato
J-fosfo pliceril 1-fosfato
propioni) fosfato
butiril fosfuto
fosfoenol 8ster fosfoenol piruvato
acil tiodster succinil CoA

Nl() -

acil anflido formil tetrahldrofolato

ADD + sustrato mu P @———————@ATP + sustrato
MUOADP + P+ SUStINto my X@—————8 ATD + sustrato + X

Adaptado de Decker et al., 1970,

ENTIMA

acetato cinasa ¥
carbamato cinasa *®
3-fosfoglicerato cinasy *
propioniato cinisa *
butirato cinasay *
pirmvato clnasa *
succinite tiocinasa *8

10 . . .
N“ fomil terrahidrofolato
Ccinaga ##



las especiés del género Clostridium. Lus acilato cinasas, por lo tanto, pueden
ser consideradas enzimns tipicas de la vida anserdbica; aunque  tanbién

han sido encontradas en organismos facultativos pero minca en aerohios
estrictos (Decker et al., 1970).

Se puede decir que muéhas vias metabolicas ancestrales dificilmente
Se encuentran representadas en los seres vivos actuales, debido al proceso
de seleccibn natural, pero también existen algunos pasos enzimiticos de ca
tabolismos anaerdbicos bacterianos, que han permitido suponer que en el pa-
sado fueron diferentes sustratos fermentables los que se utilizaron como
fuente de energis, encontrando en las fosforilaciones a nivel de sustrato,
procesos enzimiticos de naturaleza primitiva o ancestral (Oparin, 1968;
Decker et al., 1970; Clarke y Elsden, 1980).

La evoiucién de 1os procesos broldgicos requiere de tres camponentes
principales: la reproduccidn, la mutacidn y las presiones de seteccién del
medio ambiente. A partar del sandtisis de los metabolisnos fermentativos
contemporaneos. se intentd una reconstruccidn de la estructura de tas co-
munidades microbianas que presuniblemente existian antes de Ia aparicion ae
las primeras fomas de vida autdtrotas (LGpez-Cortés y Lazcano-Araujo,1980).
Estos son eventos para los cuales carecemos, por el momento, de evidencias
geoquimicas o paleontollgicas; recordemos que los micrvofdsiles mis antiguos
descubiertos hasta hov corresponden a una poblacidn de procariontes de una
edad de apenas 3.5 x 109 anos (Knoll y Barghoorn, 1977), y que los sucesos

que se describen deben haber tenido lugar en los primeros mil lones
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de aios de 1a existencia de la vida en el planeta. A pesar de esta Limita-
cion, es posible rehacer, a partir de Jas caracteristicas metabdlicas m&s
extendidas entre 1os organisnos contemporaneos y de técnicas camo la se-
cuencia de aminodcidos en proteinas, las primeras etapas de la evolucidn
biol6gica.

Margutic  (1972) na detallato los procesos previos a la aparicién de
los prameros autStrofos, 1os cuales se epumeran a continmuacion:

a.- Oragen de la poblacion ancestral de c¢#lulas procariontes heterd-

trofas anserobias,

b.- Origen y evolucidn de mecani=zmos de reparscidn a dafies provocados

a los Acidos micleicos por ta radiacidn ultraviolets (Hanawalt et

C.=- Aparicitn de vias para reducir el didxido de carbono.y la tijscién

de nitrégeno molecular atmosférico (Soxatch, 1969; Postgate, 1u70).

d.- Origen de rutas biosintéticas productoras de derivados de tetrapi

rroles e isoprenoides (Tornabene et al., 1978).

e.- Desarrollo de las diversas fermentaciones heterotréficas,

De esta manera demuestras que previa a ls aparicién de los prime-
ros autétrofos ocurrit una diversificacién de las rutas fermentativas. Es
te lecho solanente se puede interpretar cano una estrategia evolutiva que
pemnitid, gracias a un proceso temprano de especiacidn , en su sentido mis

amplio , la invasién de nuevos nichos ecolégicos con la subsecuente fermen

tacion de nuevos sustratos.
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Si examinamos con detalle las fermentaciones contemporineas ( ver Ta-
bla 3}, es necesario reconocer que unx de las diferencias fundumentales
que exhiben los microorganismos fermentativos contemporineos con respecto
8 sus ancestros,es el de la utilizacién de sustratos que tienen un origen
biolGgico, mientras que los heterétrotos anserobios primitivos utilizaban
sustancias orgdnicas sintetizadas abidticamente (Broda, 1975). Esta situa-
cifn es particularmente evidente en el caso de la utilizacion de polisaca
ridos, ya que estos compuestos dificilmente huvieran podido existir en can
tidades apreciables en los mares primitivos, y su degradsci6n anaerobia

7

por especies de los géneros Clostridium, Lactobacilius y otros més probable

mente revela una adaptacién posterior.

Pero lo que también muestra el anilisis de los productos de las termen
taciones contemporfneas es el hecho de que, aparte de jos gases liberados,
entre los conpuestos tomados se encuentran con frecuencia sustancias como
los acidos orginicos o alcoholes, con grupos funcionates adicionales, que
permiten nuevas reacciones de deshidrogenacidn e hidrogenacidn. Se puede
alirmar entonces que los productos de algunas fermentaciones pueden servir,
cuando son liberados al medio ambiente, como sustratos para las fermentacio
nes que llevan a cabo otros microorganismos.

La Tabla 4 muestra varios ejenplos en los gue se han estahlecido ca-
denas Jde fementaciones indicando las especies que son responsables de cada
uno de estos pasos. S1 recordamos que los microorganismos modernos que 1le-

van a cabo esas fermmentaciones son representantes de los que aparecieron




SUSTRATOS

DISACARIDOS Y MONOSACARIDOS

POLISACARINOS

POLIPEPTIDOS,DIPEPTINOS
Y- AMINOACIDOS

BASES PIRIMIDICAS

Tabla 3.

PRODUCTOS

Acidos acético, lactico,
succinico,propidnico, bu-
tirico,pirdvico, fdérmico;
acetona, etanol, butanol,

isopropanol, 2,3 butanediol,
acetofha, manitol,glicerol,

Acidos acético, lictico,
succinico,propidnico, bu~
tiricojacetona,butanol,
isopropanol.

Acidos acético, lictico,
propidnico,butirico,pi-
rivico,malico,valérico;
etanol, cetobutirato,
metilmercaptan, formani—~
da,fenoles,diamino vale-

‘rato,alanina,citrvuling,

ornitina,mesaconato,

Acidos acético,l8ctico,
férmico,oxalicoplicdli~
ojglicina, g-alanina,

FERMENTACIONES ANAEROBIAS EN BACTERIAS.

GENEROS

Ruminacoccus, Cleogstridium,
Leuconostor, Lactebacillusg,
Rropjonibacterium, Bacillus,
Bacteroides,Eubacterium, Tre-
ponema,Borrelia,Peptococcus,
Saxcina, Lepthotrichia, Succini
vibrie, tuccivomonas,Butrvvi-
brioe,.Lachnospira, Selenomonas,
Hﬂ&ﬂﬁphnLln,leplO%leptOCOCCUb,

m6513¥MA Mycoplasma, ngnbil§é§~
ceus.

Ruminocoeccus, Clostridium, Lac-
tobncxllun,Cellulomonaq Propio~
nibacterinm,

Clostridium,Treponema, Poptoco-
ceus,Acidaminococcus, Fusebacte
rium,Streptococcus,Bacillus,Spil
rillum,Veillonella,Micrococcus.

Clostridium,Peptococcus, Strepto
Clostradium,reptococeus, otrepto

coccus,ticrococcus,

GASES LIBERADOS

coz,nz.nzo

€o,, U

.I( Vll

2'
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SUSTRATOS PRODUCTOS

BASES PURICAS Aeidos acético,lictico,
propidnico,drico,urea,
formato,glicina.

ACIDOS ORGANICOS Acidos ac@tico,succini-
co,propidnico,butIrico;
caproato.

ALCONOLES Acidos acético,swccini-
co,propidnico,butirico,
caproico.

ACIDOS ORGANICOS-ALCOHOLES Butiratojcaproato.

GENEROS

Clostridium,Peprococeum,
Yeillonella,Micrococgus,

Glostridium,Propionibag~
terium,Megasphaera, Pepto
streptococcus,Yeillonella,
Spirillum, Selenomenasy,
Rtreptococcus Micrococcusg.

Clostridivm,Propionibacte=
rium,Spirillum, Succinivi-
brio.

Clostridium,

Tabla 3. FERMENTACIONES ANAEROBTAS FN BACTERIAS. (continuacifin)

" GASES LIBERADOS

COz.H NH

2')

€O, H,, 11,0

€O,y Hy, 1,0

C02.l|2




Tabla 4. POSIBLES CADENAS TROFICAS ESTABLECIDAS POR POBLACLONES DE BACTERIAS FERMENTADORAS,

L., lycopersict P. shermani

C. butyricu P.pentosaceum . P.arabhinosunm
Glucosa =—HYPICUR. jactato P 298U Succinato ~LL2INOBUIL

Cisteina Slestridium pivato Lopropionicums g ionato, €0,

[4

C.perfringens C.perfringens

S5.faecalis S.faecalis

Arginina Citrul ina Ornitina, (0, NHy

C.lentoputrescens
Ala-Gli £—‘-——551551959-”/\(101*31;0 C.kluyveri Butirato, l,, Caproato

P.arabinosum
P.shermani

, . ene , .pentosaceut ,
Adenina He.gerogenes ... ioP.pentosaceum o o 4ooe

Xantina,c'add{—u“cl Acetato C.kluyver] Butirato,ll;, Caproato
Guanina

Uracilo Leuracliloum ayupin, Seproplonicum jhooionato, 0,, Ny

Acetato C.kluyveri Butirato,
i, ,Caproato

C.k[gyverl

Acetato Butirato,

H,,Caproato
(4




antes de que existiesen 105 primeros autétrofos, se puede concluir entonces
que los ancestros de los tementadores contemporineos,utilizaban camo sus-
tratos no solsmente sustancias de origen abitico, sino también aquéllias que
se producian gracias a la actividad biologica. lo que esta conclusién implay
€a a su vez es que en la Tierra primitiva se daban, entre poblaciones de
heterStrofos anierobios coexistentes, no solsmente relaciones de canpeten-
ciz intra e interespecifica por los mismos sustratos, sino que ademis exis
tian redes tréficas entre diferentes poblaciones, pero todo ello en ausen-
ciz de productores primarios de cardcter biolSgico. Se puede afirmar enton
Ces que a pesar de que los primeros ecosistemas aparecieron con la vida mis
my,cano  una consecuencia 16gica de la interaccifn de los eubiontes con el
med1o ambiente en el que habfan surgido (Maynard-Snith, 1969), 1a aparicién
de diferentes rutas fermentativas 1levé a un incremento en la complejidad
de la pidsfera primitiva, no solamente por e! aunento en la diversidad sino
adem§s por el establecimiento de las primeras comunidades brolégicas, enten
didas &stas en su sentivo ecoldgico mis estricto como un conjunto de pobig
ciones que interaccionan entre si y con su medio ambiente.

La Figura 8 esquematiza de una manera muy general, ls situacién des-
crita, Las canunidades de heterotrofos anaerobios, fomadas por diferentes
poblaciones, vivian en un medio esenciaimente reductor, y su h&bitat mss pro
bable debe haber sido sedimentos poco profundos,donde las concentraciones
de materia orgénica de origen abidtico y biolbgico serian mayores, A pPesAr

de que la productividsa de estos ecosistenas debe haber sido relativamente




Fionra 8 , Esquema que ilustra el establecimiento de relaciones tréficas entre poblaciones de

bacterins fermentadoras, en ausencia de productores primarios de naturale
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bajs, e! impacto medicsmpiental de su actividad metabdlica se debe haber
dejado sentir, sobre todo en la conposicidn quimica de la atndsfera, la

hidrGsfera y tos sedimentos.
Al iniciarse la historia de estas comunidades microbianas,la existen-

cia de muchos nichos vacios,pemitia que nuevas especies los invadiersn fa-
cilmente, 10 cusl aumentabam la estabilidad de estas camnidades. El creci-
miento poblacional se detuvo cuando alglin compuesto esencial estaba siendo
consumido por 10 organismos,tan ripidsmente cano estaba siendo producido
sbidticamente, hasta que !a mutacién produjo un organisno capaz de sinteti-
zar el compuesto necesitado de otros compuestos mis abundantes. La mueva
capscidad metabdlica did al muitante una ventajs canpetitiva, asi se multi-
plicd hasta que la nueva capacidad se extendid. Ei total de la poblacidn
microbiana se expandis hasta que un compuesto esencial diterente fue menos
disponible (Walker, 198v).

Asi, la matacidn combinada con la seleccidn natural,causd que las vias
biosint&ticas evolucionsran a una etapa en el tiempo  en direcciones deter
minadss por la mezcla de compuestos orgdnicos provistos por la sintesis a-
bidtica (Miller y Orgel, 1974). A medida que el proceso ae diversiticacidn
del metavolismo fermentativo llevd a la utilizacidn de todos los sustratos
posibles, la invasibén de nuevos nichos se vié imposibilitads. Se deposits-
ron entonces en los sedimentos los productos de las fementaciones,que ade-
mis de que ya no podian ser degradsdos, eran téxicos; pero mfs importante

#in, el sgotsniento de las sustancias orgfnicas de origen abidtico provocado
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por las condiciones de crecimiento relativamente irrestricto que existian,
constituy6 la presidn de selecci6n mis importante que llevS a la aparicién
de los primeros autdtrofos.

A continuacion se resume algunas de las caracteristicas de la bacterias

metandgenas (Woese et al., 1976; Batch et at., 1977; Fox et al., 1977; Zeikus,
1977) que sugieren yue en efecto son las representantes contemporineas de
los primeros procariontes autdtrofos que surgieron en la tierra y que se
convirtieron en los primeros productores primarios bioldgicos (ver Tabla 5 ).
Es probable, en efecto, que los pigmentos y la fotosintesis sean adquisicio-
nes posteriores (Uecker et al., 1970; Olson, 197y; tall, 1971) y que las
primeras formas de vida sutStrofa hayan sido organismos quimiosintéticos
Margulis, 1970; Walker, 1980). Tanto el CO2 camo “5 eran gases reja-
tivamente abundantes en 1a amdsfera primitiva de la Tierra ( Walker,1977),
y la utilizacién del primero como aceptor de electrones y el segundo como
donador de electrones en la sintesis de materia org8nica y de energis, por
parte de las bacterias metanSgenas, sugiere entonces la existencia de eco-
Sistemas como el que se muestra en la figura 9 .

Aunque es razonable suponer que algunss poblaciones de heterStrofos
anaerobios hayan desaparecido al no lograr adaptarse a las rmevas condicio-
nes, las nuevas canunidades bioidgicas que se estabiecieron, poseian ya pro
ductores primarios de carfcter bioldgico, representados por 1los ancestros
de las metandgenas contemporineas. Sin embargo, aunque es probable que hu-

biese un incremento en la hiomasa global con la aparicién de los pruneros
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Tabla 5. CARACTERISTICAS DE LAS BACITERIAS METANQGENAS,

Secuencia de mucledtidos en el 16 S ARN ribosomal diferente a

cubacterias y cianobacterias.

Ausencia de Tv (G en el ARNt.

Ausencia de péptido-glucano en la pared celular.

Mambrana plasmitica constituida por &teres de glicerol y fitanol.
Ausencia de citocromos.

Anaerobios obligados,

Produccidn de i, 1,0 y materia orgiinica a partir del €O, y H,.
- -~
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Figura 9 | Esquema que ilustra el establecimiento’ de relaciones tréficas entre pohlaciones de

bacterias fermentadoras ¥ poblaciones de bacterias quimioautotréficas,
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autStrofos, es probanle también que las nuevas caminidades estuviesen res-
tringidss ¥ h€bitats muy especiticos, posiblemente sedimentos de lagunas
samerss, donde 1s actividad de las metanbgenss tuese favorecids por condi-
ciones locales sltwnente reductoras de origen no biol6gico (Wmlker, 1979).
Las asocisciones que existen hoy en dis entre organisnos fermentativos pro
ductores de hidrégeno y metanopacterias (Zerkus, 1977) sugieren, sin embar-
go, que ls liberacidn de este gas v el 0)2 durante la feimentacién,contri-
wmys & 13 crescién de n&bitats esﬁecm]mente favorables para le sctividad
metanogénica.

Probablemente el mejor ejemplo contenporSneu de estos ecosistemss ses
l1a reiacién entre los llamddos organismos S y las bacterias metandgenas

(ver Figura 10 ).

AL estudiar la mal liamada especie Methanohacillus amel ianskii, Brvant

et at.,{ 1967) descubrieron que se trataba en realidad de una swbiosis en-
tre una metangena y un tipo de bacteria heterdtrols anaerchia carente e
citocromo, al que dieron el nombre de organismo $. [l establecimiento de una
8s0c13c10n en el lshoratorio entre los orpanismos S y Metnanobacterium
numinantium pemitid a Adinarayana-Reddy et al. (1972),establecer i1as al-
teraciones al metabolismo {ermentativo y el incrementc en la ef1ciencia me-
tabdlica al reducirse la presién parcial de liz. Este {endmenu, reconocido
hoy como una transferencia interespecifica de hidrogeno (Zeikus, 1977), am

plica que la productividad orgdnics en 1a Tierra primitiva debe haber su-

mentado no solsmente gracias a la aparicién de microorganisnos sutdtrofos




(Walker, 1977,1979), sino también debido al estanlecimiento de relaciones
-cooperativas o simbidticas, indicadas en ls figura10 con una linea quebrs-
da, entre autétrotos v heterdotrofos. Sin embargo, la pérdida de H2 atmos-
férico en la Tierra prumitiva (Walker, 1979, 1980) 1levd a la desaparicidn
de estos ecosistemas y cvcntualmente a la aparicidn de la fotosintesis bac
teriana, Los eijemplos que hoy existen de asociaciones entre organismos fer-
mentativos v metandgenas, s6lo pueden ser internretados cano resultado de
un proceso de coevolucion de mas de tres mil quinientos millones de aios,

gracias a la produccién de Hz por la actividad fermentative y a su utili-

zacién por las arqueobacterias metanog@nicas.
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Organiswos 8§ Methanobacterium ruminant jum
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piruvato materia orginicn

Figura 10, Ejemplo contemporfineo de relaciones bioencrgéticas entre bacterias metandgenas y orga-

nismos heterdtrofos fementadores. Adaptado de @ Adinarayana-Reddy, et al, 1972,




4
11T, - METODOS Y MATERIALLS

A.- Aislamiento,

Las muestras del tapete microbiano laminado se obtuvieron del sitio
indicado en la Figura 1, conocido por ¢l grupo de Margulis y colaborado-
res como "North Pond", localidad inicialmente descrita por Horodyski y co-
laboradores en 1977, la cual forma parte del “Complejo Laguna Figueroa',
Baja California Norte, México,

Los organosedimentos obtenidos de consistencia viscosa, desprenden
un olor a sulfuro de hidr6geno sugiricendo que la comunidad microbiana es
anaerSbica hasta un nivel de diez centfmetros por debajo de la superficie
( Giovannoni, 1979).

Las muestras estudiadas se colectaron en agosta de 1980, estando cu-
biertas por una capa de sedimentos terrfgeenos producto de las inunduciones
del mismo afto (Figura 11), En estas condiciones, los ecosistemas microbia-
nos laminados experimentaron degradacidn de los polfgonos de Microcoleus
y una disminucidn o ausencia de la productividad v crecimicnto de los ta-
petes cianobacterianos. No fue sino hasta agosto de 1981 que velvieron a
reemerger los organosedimentos laminados aprecidndose la desaparicién de
Microcoleus y varias especies de cianobacterias,

Para el verano de 1981, 1a commidad alterada, estuvo dominada por
bacterias cocoidales pfirpuras sulfurosas tiocapsoides (Margulis ct al,,
on preparacidn) .

Las muestras fueron colectadas directamente en cajas de Petri esté-

riles sujetas al sistema anaerdbico BBL 60465 CO,/H2 a temperatura ambien-




Figura 11. Muestra de un ecosistema microbiano laminado de la Laguna

Figueroa, Bajan California Norte, México (tamafio original),




te; muchas otras fueron envueltas simplemente con papel aluminio con el

fin de evitar la desecacidn.

El aislamiento propiamente dicho se realizd en el laboratorio de Bac-
teriologia del Departamento de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina,
U.N.JAML, para esto se tom$ un gramo de las capas de color negro v/o
rojo de la parte interna de la muestra, disolviéndoio en nueve mililitros
de agun destilada estéril o solucidn salina al 0.85% para posteriormente
realizar diferentes diluciones (10 a 10‘5) n partir de la concentracién ini.
cinl.

De cada una de las diluciones se tomé 0.1 ml para sembrar en el medio
de aislamiente AMC-Agar (Agua de Mar Complementada, ver Apéndice) extendién
dolo perfectamente bien por el método de estrias cerradas e incublndose a
30° C durante 24 a 48 horas.

Con el fin de obtener estructuras bacterianas o bacterias resistentes
a las altas temperaturas, se trataron las mismas diluciones a 75° C duran
te diez minutos para sembrarse mis tarde en el medio de aislamiento AMC-
Agar.

Para garantizar la purcza de las cepas, las colonias previamente ob-
tenidas en AMC-Agar fueron sembradas en Agar Nutritivo que contiene NaCl

1.0y 1.5 M, incubfindose a 45 y 55° C durante 24 a 48 haras,
B.- Medio de Almacenamiente y Determinacidn de la Morfologia Colonial.

Para su almicenamiento las cepas fueron crecidas repularmente en tu-




bos inclinados con AMC-Agar a temperatura ambiente, resembréndose cada cua
tro meses. La morfologia colonial se detemind en cultivos de 24 y mis ho-
ras de crecimiento a 30, 45 v 55° C en los medios AMC-AgaTr y Agar-NaCl a

diferentes molaridades.
C.- Técnicas de Anaerobiosis.

Las cepas aisladas fueron crecidas anaerdbicamente en Agar Annerébico
Difco 0536-02, con ayuda del sistema de iarras anaer6bicas BBL 60465 COZ/HZ'
incubadas durante siete dias a temperatura de 30° C,

El medie Tioglicolato de Sodio con indicador ¥ glucosa Difco 0236-01,
también fue utilizado para simular condiciones con bﬁjos potencianles de éxi-
do reduccién (Eh° ).

Con cubiertas de cajas de Petri tipo Brewer y Agar Anacrébico Difco
0536-D2, también se obtienen condiciones anoxigénicas incubfindose durante
siete dias a 30° C.

En otro método sc usaron de dos a tresmililitros de aceite mineral

en el medio basal O-F BBL-11484, que contenfa una solucién fimal de glu-

cosu al 1%, el aceite se us6é con 1a idea de impedir 1a oxigenacién del

medio.
D.~ Microscopia Foténica,
los estudios de morfologla celular se realizaron tanto en cultivos

frescos  como envejecidos, bdsicamente a partir de los crecimientos obte-
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nidos en AMC-Agar y Agar NaCl 1.0 y 1.5 M.

Para determinar la reaccién de Gram, se utilizé la metodologfa modi-
ficada de Hucker (Gerhardt et al,, 1981).

La presencia de gridnulos metacromiticos fuc determinada con el colo-
rante de Albert (Gerhardt-et al., 1981).

Otro tipo de inclusiones citoplasmiticas como son los grinulos de poli
8 hidroxibutirato (PHB), se detcctaron con el colorante Negro Suddn B (Ger-
hardt et al., 1981).

El método citado en Bradshaw (1979), se emple6 para cavacterizar la pre-
sencia dc.cﬁpsuld.

En el intento de complementar las técnicas de tincién se realizaron ob-

servaciones en contraste de fases con un fotomicroscopio Carl Zeiss.
E.- Microcopia Electrénica.

a.- Obtencidén de la muestra. La cepa problema fue crecida en el medio
de cultivo AMC-caldo (ver Apéndice) durante 24 horas y cinco dfas a 30° C,
centrifugindose en condiciones estériles a 5,000 rpm durante diez minutos.

b.- Fijaci6n. L1 botdn bacteriano se £ijé en glutaraldehido al 39, a-
gregindose en algunos casos una solucién de alb@mina al 0.05%, disuelta en
el fijador durante seis a ocho horas a 25° €, transcurrido el tiempo las
muestras tratadas con albimina se lavaron con amortiguador de cacodilatos
0.1S M pH 7,3, tres cambios de treinta minutos cada uno de ellos, las tra-

tadas sin alblmina se lavaron con amortiguador de fosfatos 0,15 M pH 7.4 de




la misma manera que cn el caso anterior.

c.- Postfijacidén. Los especfmenes sin albdmina fucron postfijados em
tetradxido de osmio al 1%, usdndosc 1a campana de extraccién y en amortigua
dor de fosfatos 0.15 M pH 7.4 por doce horas a 25°C,

Las muestras tratadas con albtmina también se postfijan con tetradxi-
do de osmio al 1%, pero con amortiguador de cacodilatos 0.15 M, en este pa
so algunos de los especimenes se marcaron con rejo de rutenio (0.0025 g de
rojo de rutenio disueltos.en 2.5 ml de amortiguador de cacodilatos 0.3 M
mis 2.5 ml de tetradxido de osmio al 1%) v se almacenaron durante doce horas
a 4°C,

d.- Deshidratacién. Las muestras se deshidrataron en alcoholes a con-
centraciones graduales crecientes al 70, 80 y 90%, cada cambio de treinta
minutos a temperatura ambiente, tres cambios de alcohol etflico absoluto
cada uno a los cuarenta minutos y dos cambios de 6xido de propileno cada
cuarenta minutos.

e, Infiltracién. Los especImenes se pasaron por diferentes mezclas
de 6xido de propileno y Fpon 812.

la. mezcla 75:25 durante 48 horas

2a. mezcla 50:50 durante 72 horas

3a. mezcla 25:75 durante 48 horas
los tratamientos serealizaron a 25°C. Por dltimo se infiltraron en el Epon

mezcla final 6:4 por tres horas en moldes de aluminio; esta mezcla debe al

macenarse en la obscuridad a 4A°C.,
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f.- Inclusién. Las muestras se incluyeron colocando la resina epéxica
Yy las muestras en moldes planos que se rotulan y polimcri:nn en la estufa
a 60°C por 12 a 24 horas.

g.- Contraste. Los cortes ultrafinos obtenidos, se trataron con aceta
to de uranilo al 2% durante veinte minutos, para posteriormente lavarse con
agua destilada durante dos minutos, un segundo agente de contvaste utiliza-
do fue el citrato de plomo durante veinte minutos en una cfdmara de hidréxi-
do de sodio para posteriormente lavar con agua destilada durante dos minu-
tos. Algunos de los cortes solo fueron contrastados con el primer agente
menc ionado.

Las observaciones s¢ llevaron a cabo con un microscopio Carl Zeiss

E M-9 S-2.
F.- Perfil Bioquimico.

La fermentacidn de la D-glucosa fue probada usando ¢l medio basal O-F
BBL a una concentracidn final del 1%, utilizando un tapSn de aceite mineral,

El medio basal O-F tambifn nos permite detectar la capacidad que tiene
el microorganismo para oxidar la D-glucosa en ausencia de un tapén de acei-
te. Ademds la movilidad y la produccién de gas pueden ser apreciadas,

Otra metodologiu empleada para determinar la produccifn de 4cidos a
partir de la D-glucosa y otros carbohidratos es la citada en el Manual Bergey,
octava cdicibn, se utilizd el Medio 1 (ver Apéndice), donde los carbohidra-

tos D-glucosa, D-manitel, D-arabinosa, L-arubinosa v Dexilosa se esterilizar




ron con membranas milipore de 0.45 ym de didmetro.

El Medio 2, citado en el mismo manual (ver Apéndice), se clabor8 pa-
ra determinar la produccidnde gas a partir del desdoblamiento de los az@-
cares antes mencionados. Para obtener un pH final de 7.0 se ajusté con NaOH
1.0 M,

1 Medio 3, anotado en la misma obra {(ver Apéndice), permitid 1la deter-
minacidn de la produccién de acctoina @ partir de glucosa. Los reactivos
agregados a la alfcuota con crecimiento bacteriane de cinco dias, fueron
0.5 ml de a y 0.5 ml de NaOH al 40%. Esta misma caracteristica puede de-
terminarse a partir del ensayo Voges-Proskauer v los mismos reactivos.

La capacidad de reducir los nitratos fue identificada con el medio
Agar-Nitratos Difco 0106-01 y 1a ayuda de los reactivos a naftolmmina al
0.5% y Acido sulfanflico al 0.8% (ver Apéndice). La presencia de nitratos
en el medio se aprecib con el polve de zinc.

La produccién de catalasa fue probada en el medio AMC-Agar con cre-
cimiento bacteriano de 24 horas, colocando sobre las colonias perdxido de
hidr6geno al 3%.

la deteccifn de enzimas como la amilasa se determiné usando el medio
Agar-Almidén 0.2% con crécimiento bacteriano de 24 horas y una solucién de
lugol como reactivo, la gelatina nutritiva Difco 0011-01 se us® para dowos
trar la presencia de la gelatinasa, responsable de su licuefacci®n y el me-
dio de Litmus Milk Difco 0107-01, fuc emplendo para detqrminar 1a hidr8lisis

o peptonizacién de la caseina.




El medio SIM Merck S470 es de utilidad para poner de manificesto 1z
diseminacion de “ZS' 1a produccién de indol a partir de triptofano utili-
zando ¢l reactivo de Kovacs,ast como un criterio fisioldgico, la motilidad,

la desaminacifn de la fenilalanina se observé en el medio citado por
Mic Faddin (1976), empleando cl reactivo FcClS al 10% (ver apéndice).

Las pruebas de descarboxilacidn de la arginina y lisina se rcalizaron
con la ayuda del medio Basc Descarboxilasa de Moeller Difco 0890-01,

El medio Citrato de Simmons Difco 0091-01 se emple§ para determinar la
capacidad que tienen los microorganismos para utilizar un icido carboxilico

como fuente de carbono.
G.- Fisiologia,

El efecto cualitativo producido por las altas concentraciones de NaCl
(0.6, 1.0, 1.5, 2,0 M) on ¢l crecimiento, fue determinado con ¢l medio que
conticene Agar-Nutritivo Difco 105450 y NaCi,

Sc lleviaron a cabo crecimientos en el medio antes citado , incubados a
temperaturas de 45, 55 v 659°C con el fin de simular los parimetros medioam-
bientales.

La cepa crecida en AMG-caldo fue sujeta a temperaturas de 55, 65, 75,
85 y 95°C durante cinco y diez minutos, resembrindose en AMC-Agar con el fin
de determinar 1a existencia de estructuras de resistencia a las altas tempe-
raturas.

El caldo con azida al 0.025% con pirpura de bromocresol como indicador
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de pH, Merck 3032, sc empled para determinar la capacidad de crecimiento en
un medio que contiene un inhibidor del transporte de clectrones en la cade-
na respiratoria aecrobia.

La capacidad de crecer en Sabouraud Dextrosa Agar Difco 0109-01 se em-
pled como un criterio taxondmico mis.

Por otra parte, todas las pruchas también se realizaron con la cepa

control tipo Bacillus subtilis ¢ 6051 ATCC, proporcionada por el Departamen-

to de Microbiologia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del I. P. N.
La capacidad de oxidar el manganeso fue determinada en 1a Universidad

de Boston por parte de la Dro. Lynn Margulis (Margulis et al., en preparacién).
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

De los diez aislamientos intentados se obtuvieron aproximadamente
ciento veinte cepas heterdtrofas "puras'’, no necesariamente diferentes, en
las cuales dominaban las formas bacilares gue crecicron regulammente en agar
NaCl al % y también la mayorfa de ellas crecid en el sistema anaerdbico
BBL COZ/H2 604605. Otras caracteristicas que se encontraron ampliarmente dis-
tribuidas  fueron la capacidad de crecer en tioglicolato de sodio, la pro
duccidn de dcido y gas a partir de D-glucesa, dcido de D-manitol, acetcina
de D-glucosa, ademis de que buena parte de ellas reducia los nitratos a ni-
tritos.

Los bacilos esporulados se seleccionaron para ser caracterizadoes, la
presencia de endosporas sirvid como criterio para facilitar su reconoc imien
to con respecto a otras bacterias, ya que esta estructura es exclusiva de
no mis de diez géneros,

Las caracteristicas de la morfologia colonial de la cepa 36 B-M,sc es
tablecieron a partir de los crecimientos obtenidos en AMC-Agar incubados a
30°C durante 24 horas, siendo 6sta de forma irregular extendida, elevacidn
plana, margen filumentoso y consistencia butirosa {(Figura 12 V. los cultivos en-
vejecidos son capaces de formar un 'tapete bacteriano” gque llepa 1 cnbrir
la superficic de la caja de Petri. Bo Agar-NaCl 1.0 My 1.5 % incubados a
45 y 55°C durante 24 horas exhibieron morfologins celulares distintas. Los cre
cimientos en Agar-NaCl 1.0 M a 45°C presentaron colonias de torm esférica
rodeadas por mechones de hebras esteladas,estas mismas caracteristicas han

sido observadas en tratamientos a S5°C y la mism concentracién de sales
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(Figura 13). Cuando sc crecen Agar-NaCl 1.5 M, incubados a 45 y 55°C se ha
observado ¢l desarrollo de colonias esféricas, convexas, brillosas, carentes
de los mechones de hebras a su alrededor (Figura 14), la estructura colo-

nial estelar tiene semejanza con la colonia del género Metallogenium (Mar-

gulis et al., en preparacién), ta cual es considerada contraparte contempo-

dad (Awramik y Barghoorn, 1977). La capacidad de crecer en medios que contic-
nen manganese ha sido determinada por Margulis en 1a Universidad de Boston,
observindose también en dichos medios, las estructuras coloniales que se
parecen a Metallogenium (Margulis et al., en preparacidn).

La cepa 36 B-M crecida en AMC-Agar durante 24 horas a 30°C corresponde
a bacilos Gram positivos, capaces de agruparse en cadenas, formadores de cAp
sula y capaces de moverse. Se ha detectado en cultivos envejecidos, por me-
dio de la téecnica de Schaeffer-Fulton modificada, la presencia de endosporas
y esporas libres; las preparaciones para microscopic de contraste de fases
corroboraron la existencia de endosporas al observarse en el interior de los
bacilos estructuras altamente refringentes y también esporas libres; la for-
ma de estas estructuras c¢s eliptica o cilindrica, cuya posicifn va de central
a subterminal, deformindose ligeramente el esporangio en algunos casos, en
este tipo de microscopio se ha podido apreciar la capacidad que tienen estas
bacterias para desplazarse por sf mismas.

El crecimiento colonial extendido que presentan estas bacterias bajo
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Figura 13. Morfologia colonial de la cepa 36 B-M crecida en Agar-NaCl

L.0 M durante 24 horas a 45° ¢ (aumento 3 X )

L]
Figura 14, Morfologia cotonial de la cepa 36 B-M crecida en Agar-NacCl

1.5 M durante 24 horas a 55° C (aumento 3 X )
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condiciones anteriomente descritas y la presencia de una cipsula toman
#mportancia adaptativa cuando nos referimos a la morfogénesis de los organg
sedimentos: un crecimiento extendido trac camo consecuencia el desarrollo
de un sustrato, caracteristica importante en el proceso de colonizacién y
de sycesi6n de dichos ccosistanas microbianos; esta caracterfstica y la ca
pacidad que tienen estos microorganismos de resistir la desecacién, asf co
m su facultad de adherirse a las superficies aunada a su capacidad de atra
par minerales, son propiedades en las qﬁc las cubiertas celulares juegan un
fapel importante.

Las observaciones al microscopio de contraste de fases, de bacterias
crecidas en Agar-NaCl 1.0 y 1.5 M incubadas a 45°C durante 24 horas muestran
la existencia de bacilos delgados en cadena de aspecto filamentoso, bacilos
cortos o cocobacilos y bacilos esporulades (Pigura 15).

Los medios con la misma molaridad de NaCl, fueron incubados a 55°C duran

te 24 horas, las bacterias ahf crecidas mostraron la presencia de bacilos cor.

tos o cocobacilos, bacilos sucltos y bacilos con esporas (Figura 16).

La estructura colonial de la cepa 36 B-M de aspecto estelar, samejante
a la de Metallogenium, aunada a la morfologia celular antes descrita, permi
te sugerir la existencia de un ciclo de vida canplejo distinto al de las
tacterias comvencionales, en las cuales la divisidn celular estd representa
da por la fisién binaria.

Especulativamente podemos suponer que la divisién celular de la cepa
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Fipura 15, Fotomicroprafia obtenida en contraste de tases de la copa
30 B-M, corresponde a baciles sueltos o agrupados en cadena

{omento 100 X )
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36 B-M es semejante a la de algunas bacterias formadoras de apéndices y/o
yemas descritas en la 1V parte del Manual Bergey (octava edicibn), en cuyvo
ciclo de vida se han observado formas filamentosas y formas cocoidales, Co
mo se ha mencionado anteriormente, otra caracteristica que compiarte con
Metallogenium es la capacidad que tiene la cepa 30 B-M de oxidar el manga-
estelado y no un taxén de bacterias (Margulis et al., en preparacién), cs
decir, es una caracteristica que puede estar representada en diversos gru-
pos de bacterias, cianobacterias Y algas que no necesariamente presentan
relaciones de parentesco.

Se ha sugerido que la funcidn de] hibito de gemacidn en estos casos,
es proveer a la bacteria de un mecanismo para escapar de los depGsitos de
mangancso en que puede quedar atrapada; el crecimiento de los filamentos del
gados a través de estos depdsitos hace posible la formacién de enjambres
celulares que puede tener lugar en el medio acuoso (Brock, 1979).

Las seccionesultrafinas para el microscopio electrdnico de 1a cepa 36
B-M crecida a 30°C durante 24 horas en AMC-caldo, complementan la caracte-
rizacién hechia con las técnicas para el microscopio foténico. Las microgra-
fias de las secciones Jongitudinales y transversales de la cepa problema mues
tran que se trata de bacilos agrupados en cadena con el aspecto de un fila-
mento (Figura 17), la organizacién de la dnica y muy gruesa capa de pep-

tidoglucano de su pared celular, corresponde a 1a de bacterias Gram posi-
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Fiyura 170 Microprafia clectidnicn de ovana sece t8y Tongitudinal que mues-
tra ol aprupamienta enocadenn deo Tos bacitos de o copa 36 B-M.
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tivas (Figura 18), bajo estas condicioneslas bacterias vnicamente cstdn
representadas por c€lulas vegetativas que exhiben un sistema de bicapa de
la membrana y el arreglo general de su citoplasma.

La misma cepa, 36 B-M, como se ha indicado en la metodologfa, fuc so-
metida a condiciones que favorecen la formacién de endosporas, es decir, fue
crecida en medios que contienen altas concentraciones de NaCl incubados a
altas temperaturas o en medios que contienen bajas concentraciones de NaC1,
incubados durante cinco dfas a 30°C. En este caso algunos de los espec fme -
nes fueron marcados con rojo de rutenio, lo que permitid distinguir la pre
sencia de envolturas celulares (Figura 19),

Las secciones ultrafinas de bacterias bajo las altimas condiciones des
critas, exhiben la posible secuencia de formacidn de endosporas, ¢n donde
fue observada™1a presencia de mesosomas de tipo vesicular asociados con la
formacién del septo transverso de 1a precspora (Figura i?). Una vez termi
nada la formacién de la erdospora se udo apreciar su forma olfptica o ci-
lindrica, su posicidén va de central a subterminal sin deformr el esSpo rian -
gio (Figura 20). Una seccidn ultrafina de bacteria esporulada, nos muestra
en uno de sus extremos una estructura que podrfa interpretarse como una
yema en la que sc aprecia un sistema de doble memhrana y la orpanizacién in-
terna de su citoplasma (Figura 21).

Por si sola, 1la morfologia de los microbios timita, mas aln imposibi-
lita la identificacion de la mayoria de estos organismos. A martir de estu-

dios sobre plantss y animales se ha podido rastrear la evolucidn de cariacte
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Figura 19. (continuacién)

Superior.

Central.

Inferior.

Bacilos que muestran una cpsula (Ca),

mesosomias de tipo vesicular (Ms) y la

regién nuclear ( N )(80,000 X ).

Formacibn del septo de 1a preespora
(flecha), material genético ( N), cito-
plasm ( C ), membrana citopldsmica ( M Yo

pared celular ( P ) (80,000 X ).

Endosporade posicidn central, se distin-
guen, de adentro hacia afuera: protoplas
to de 1la endospora (Pr), cortex (Cx), cu

biertas de la endospora (CE) (80,000 X).
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Figura 20, Etapa {inal de 1a formacidn de 1a endospora, Protoplasto de 1a
cndospara (Pr), cortex (Cx) v cubiertas de la endospora (CF)
EROL000 X ). Bn el inscerto se aprecia un corte transversal de
L endospora ya formada, mostrande Las estructuras arviba men-

renadas (130,000 X))
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Figura 21, Micrografia clectrdnica de una seccidn longitudinal de la cepa
30 B-M, en la que se pueden apreciar las regiones nucleares
{ N ) tanto de la endospora como del esporangio y las cubiertas
de la endospora (CE) (100,000 X )
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risticas codificadas por un nfmero de genes. Algunas caracteristicas bac-
terianas también estin codificadas por miltigenes, como las endosporas. las
caracteristicas multigenéticas no son equivalentes a los rasgos metab6licos
usados en la practica para identificar especies bacterianas. Las vias me-
tabdlicas deben ser conocidas en detalle antes de que se determine si son
codificadas de la manera antes mencionada, Es decir, dos grupos de micro-
bios pueden producir un metabolito final idéntico y asi compartir el mismo
rasgo rasgo bioquimico. Sin embarge las bases genéticas de las vias meta-
bélicas pueden tener o no diferencias en la secuencia de nucledtidos del
ADN. Por ejemplo, tanto Zymomonas como Escherichia oxidan la glucosa, libe
rando di6xido de carbono y agua. Pero los dos géneros difieren en todas las
enzimas del catabolismo de la glucesa, asi la fermentacidn de la glucosa
no puede ser codificada por un conjunto (nico de genes, lo que muestra la
existencia de convergencias metabSlicas, de tal manera que las propiedades
bioquimicas determinadas deben manejarse con cautela, para su complementa-
cibn serd necesaria la identificacifn de enzimas y viasmetab&licas comple
tas, con la ayuda de técnicas camo el marcaje con radioisétopos, electrofo
resis y cromatograffa (Margulis, 1981),

De los datos obtenidos en el perfil bioquimico y fisiol&gico se obsee~
va que la cepa 36 B-M realiza algunos procesos metabSlicos en condiciones
anoxigfnicas, como son: la produccién de 4cido a partir de la D-glucosa
en el medio O-F, el crecimiento en agar anaerébico, tioglicolato de sadio,

la reduccion de nitratos a nitritos y 1a produccién de acetofna por vea




fermentativa, considerdndose a las bacterias con estas caracterfsticas
como modelos vivos de estilos de vida prefanerozoicos (Tabla 6 y 7).

Otras propiedades bioqufmicas reflejan las condiciones atmosféricas
de nuestro plancta en la actual idad, como son la presencia de catalasa,
enzima responsable del desdoblamiento del peréxido de hidr6geno en oxf-
geno y agua; la produccién de condiciones alcalinas a partir del citrato
via ciclo de Krebs, asf como la fosforilacién por transporte de electrones
de diferentes sustratos relacionados con carbohidratos y aminofcidos
(Tabla 6).

Pur otro lado, la cepa problema, crece en altas concentraciones de clo
muro de sodio, 2.0 M, asf{ como en cloruro de potasio, lo que conduce a pen-
5ar en la naturaleza halofflica facultativa de estas bacterias, es decir,
crecen en altas concentraciones de cloruro de sodio, sin requerir de esta
sal para su crecimiento,

Los tratamientos con altas temperaturas exhibieron el carfcter meséfilo
de la cepa 36 B-M, las propiedades fisioldgicas antes mencionadas junto con
la habilidad de oxidar el manganeso, sc establecicron con el fin de simular
las condiciones medio ambientales observadas en 1os ecosistomas microbianos
laminados (Tabla 7). Con fines puramente taxonSmicos se emplearon otras lis
tas de pardmetros bioquimicos y fisiol6gicos (Tabla 6 y 7).

La filogenia podrfa ser reconstruida sin hacer especulaciones demasiado
abusivas, si la sccuencia y el niero total de pares de nucledtidos del ADN

fuera conocida en muchas bacterias diferentes. Desafortunadamente esta idea
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estd wis alld de la capacidad de cualquier método actual (Margulis, 1981).
- bos resultados de 1a Tabla 8 nos muestran que posiblemente 1a cepa

30 B-M corresponde a la especic Bacillus licheniformis, descrita en la oc-

tava cdicion del Manual Bergey. Propiedades morfol6gicas y fisiol6gicas par
ticulares de la cepa 36 B-M, como son la estructura distintiva de su morfo-
logfa colonial de aspecto estelar, que posiblemente resulta de un ciclo de
vida en el cual las bacterias no responden sotamente al patrén convencional
de divisién celular de los bacilos, es decir, en un solo plano; la capaci-
dad de oxidar el manganeso y la facultad de crecer en altas concentraciones
de cloruro de sodio 2.0 M, permiten postular que posiblemente se trata de
una nueva cepa de B. licheniformis, 1a cual estd adaptada a los cambios
medio ambientales que sufren estos tapetes microbianos.

El estudio realizado hasta e] momento es um avance inicial que preten-
de entender 1a biologfa de las bacterias formadoras de esporas en estos

ecosistemas microbianos.
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TABLA 6. PERFIL BIOQUIMICO

Produccion de dcido de:

D-glucasa M-1
D-sanitol M-1
D-arabinasa M-1
L-arabinosa M-1
D-xilosa M-1
D-glucosa O-F acréhico
D-glucosa O-F anacrébico
Produccitn de gas de:
D-glucosa M-2
D-manitol M-2
Producci6n de:

Acctoina de D-glucosa M-3
Reduccion de NO.:S a Noi
Hidrdlisis del almiddn
Hidr6lisis de la caseina
Hidrélisis de la gelatina
Presencia de catalasa
Produccién de H,5
Liberacién de indol

Desaminacién de la D-L
fenilalanina

Descarboxilacion de la:
Arginina
Lisina

Utilizacién del citrato de
Simmons

7= sin deteminar

36 B-M

81

B. subtilis ¢ 6051 ATCC




TABLA 7. FISIOLOGIA

Crecimientos cn:
Sistemas anaerdbicos
BBL COZ/H2 60465
Tioglicolato Difco 0236-01
Medio O-F anaer6bico
Agar-NaCl 0.3 M

0.6 M

1.0 M

1.5 M

2.0 M
Caldo nitruro de sodio
{azida) 0.025%
Sabouraud Dextrosa Agar
Movilidad SIM
Oxidacién de Mn** Medio K
Temperatura mixima de
crecimiento ( °C )

Crecimiento g 3°C

36 B-M

50-55

B. subtilis ¢ 6051 ATCC

45-55

I= crecimiento a lo largo de 1a alfcuota, ?= sin determinar




TABLA 8 . DIAGNOSIS DE LAS CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DE LA CEPA 36 R-M CON OTRAS ESPECIES DEL
GENERO BACILIUIS®

-
=
e - “ln
CARACTERISTICAS " =l ml 3
Forma de la espory e e o
Deformacién del esporangio - - -
Posici6n de la espora ¢ ¢
Acido de D-glucosa M-1 + +
Gas de D-glucosa M-2 + + -
Acetofna de D-glucosa M-3 + + +
Reduccién de NOS a Noé ' ‘ +
Hidr6lisis de almiddn L + +
Hidr6lisis de 1a gelatina + * +
Hidrélisis de la caseina + + +
Crecimiento en Agar-NaCl 7% 4 + +
Crecimiento en Agar Anaerédbico + +
Temperatura mixima de
crecimiento ( °C ) - 50-55 50-55 45-55

e= clfptica o cilindrica c= domina la posicifn central + = ligeramente positivas
fiista tabla fue claborada a partir de los datos reportados en el Manual Berpey (octava edicién)




V.- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Existe un alto grado de inscguridad en la clasificaci6n de los orga-

nismos reportados como B. subtilis, B. licheniformis, B. mesentericus y

B. pumilus. En la sexta edici6n del Manual Bergey se sugiere que B. mesen -
tericus, la cepa europea, corresponde a un estado de crecimiento de B. sub-
tilis y la cepa americana seglin la misma edicién, es idéntica a B. pumilus.
B. licheniformis aparece como una especie separada en la séptima edicién,
nindose Gnicamente en el apéndice.

Entre las cepuas mejor conocidas como B. subtilis, la cepa de Marburg
conserva el nombre, pero la de Ford es ahora tlamada B. licheniformis (House-
right, 1962).

Una cepa de bacterias formadoras de endosporas y capaces de oxidar el
manganeso, fue aislada y caracterizada parcialmente. Esta bacteria parcce
ser unu  nueva cepa de B, licheniformis, al menos en el sentido de que no
comparte todas las caracterfsticas enlistadas en el Manual Bergey para esta
especie. Esta cepa, la 36 B-M, es marcadamente tolerante a los cambios del
medio ambiente que afectan regulamente a los tapetes de la Laguna Figueroa:
cambios extremos en la temperatura que oscilan entre los 10 y 55°C, dese-
cacibn asociada con el aumento en la concentraci6n de sales alternando con
inundaciones, la existencia de condiciones anaerSbicas, los nutrientes varfan
de altas cantidades, cuando los restos de animales y plantas enriquecen al
tapete, a bajas cantidades durante los tiempos de inundacién. La cepa descri-

ta en este trabajo, 30 B-M, puede crecer bajo todas estas condiciones.
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El trabajo fue enfocado particularmente sobre aquellas bacterias que
fueron aisladas frecuentemente, miembros regulares en la comunidad, los cua
les por 1a virtud de depositar minerales junto con la existencia de morfolo
gfas y estructuras distintivas, son de alguna manera importantes en el pro-
ceso de preservacién durante los eventos post-mortem.

La finalidad de este estudio es completar la caracterizacién de las
commidades del tapete microbiano, precursores de estromatolitos.

Se admite que sdlo una fraccién muy pequefia de caracteristicas y es-
tructuras distintivas ha sido estudiada con detalle, lo que conduce a su-
gerir el siguiente trabajo para el futuro:

a) Completar la caracterizacién bioquimica y fisiol6gica, que involu-

cra la precipitacion de minerales como el manganeso y el fierro.

b) Determinar el ciclo de vida de la cepa 36 B-M, lo que implica a su

vez el entendimiento de la formaciénde la colonia.

¢) Determinar los cocientes (-0, criterio importante en la taxonomia bac

teriana,

d) Complementar el estudio de la ultraestructura de la cepa problema,

e) Efectuar estudios de correlaciones inmunoldgicas buscando semejanzas

y diferencias.
f} Estudiar por electroforesis las diferentes enzimas presentes, para

buscar otros pardmetros de idenridad o diferenciacién,
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1.- Medios

A.- Agua de Mar Artificial {(AMA) X

Scrips Oceanography Institute, University of California.

MgsQ, - 7 E,0 395.2 ¢
CaCl - 2 H,0 16.4 ¢
NaC1 501.6 g
KC1 24.0 g

Ajustar a un volumen de 16 1litros de apua destilada.

Dejar que 1a mezcla se combine entermmcnte al menos media hora antes
de usarse,

Diluir el AMA X 1:1 con agua destilada para obtener la misma concen

tracién de 1a mayoria de las sales presentes cn el agua de mar (AMA X)),

«- Agua de Mar Complementada (AMC)

Scrips Qceanography Institute, University of California

Bacto-peptona o Bacto-triptona 5.0 ¢
Extracto de levadura 3.0 ¢
Glicerol 3.0 ml
MA X 750.0 m}
Agua deionizada 250,10 m1
Agar 12,0 p




C.- Medio 1 M-1)

Marual Bergey, octava edici6n.

(N“z:)z HPO
KC1

2

MgSO4 + 7 H,0
Extracto de levadura
Agar

Pirmura de branocresol
Carbohidrato

Agua destilada

D.- Medio 2 (M-2) 7.0
Mamial Bergey, octava edicifn.

Bacto-peptons
Extracto de levadura
MCl

Agar

Pirmra de bramocresol
Carbohidrato

Agua destilada
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E.- Medio 3 (M-3)

Manual Bergey, octava edicién.

Bacto-peptona 7.0 g
Bacto-dextrosa 5.0 g
NaCl 5.0 p
Agua destilada 1000.0 mi
F.- Medio para ladesaminacién de 1a fenilalanina M 7.3
Mac Faddin (1976).

D-L Fenilalanina 2.0¢g
Extracto de levadura 3.0 ¢
NaCl 5.0 ¢
l‘i:lzl'fl’()4 1.0 ¢
Agar 12.0 ¢
Agua destilada 1000.0 ml

G.- Medio K para detemminar la oxidacién de maneaneso
5

Margulis et al., en preparacién.

Peptona
Extracto de levadura
Bacto-agar

Agua de mar artificial (X)
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g.1 g
1.0 g
6.25 ¢
7.5 ¢
500,0 ml




I11.- Reactivos

A.- Solucién A:
a naftol 5.0

alcohol ectilico absoluto 100.0 ml

Solucidn B:
NaOH 40.0 g
apua destilada 100.0 ml
Anadir a un cultivo M-3 de 72 horas de crecimiento 0.5 ml de solucién A

y 0.5 ml de solucién B, el desarrollo de un color rojo en 30 minutos indica

un resultado positivo.

B, - Solucibn A:

o naftol amina 5.0 g
fcido acético (5N) 1000.0 ml
Solucién B;
dcido sulfanilico 8.0 g
dcido acético (5N) 1000.0 m}

Partes iguales de las soluciones A y B se afiaden a el cultivo de Agar-
Nitrato con crecimiento de 24 horas, un color rojo intenso se desarrolla si

los nitratos estin presentes,
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C.- FeC’I3

12.0 ¢
HC1 concentrado 2.5 ml
agua destilada 100.0 m

Colocar de dos a tres gotas del reactivo a alfcuotas que contienen

D-L fenilalanina con crecimiento bacteriano de 24 horas, el desarrollo de

W color verde obscuro indica una respuesta positivia,
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