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1. INTRODUCCION

La celulosa es, de los materiales biolbgicos, el mis am
pliamente distribuido en la naturaleza, Constituye la ter-
cera parte del peso seco de los vegetales y a diferencia de
otros recursos orginicos naturales, est8 continuamente reno-
vindose mediante el proceso de fotosintesis. Sin embargo,
a2 pesar de su disponibilidad y abundancia dentro de ecosis-
temas naturales, como las lagunas costeras no puede ser u-
tilizada directamente como alimento por la mayorfa de los
organismos superiores que en ellas habitan, ya que general-
mente se encuentra asociada mediante fuerzas fisicas y qui-
aicas a otros compuestos, formando complejos de tipo ligno-
celulb6sicos que son diffciles de digerir (Maccubbin y Hod-
son, 1980). Asi, la mayorfa de los organismos necesitan es-
perar a que este material sea degradadoc por microorganismos
que habitan en el ecosistema para poder usarlo como alimen-
to. Esta actividad de los microorganismos es de gran impor-
tancia, pues constituye el principal mecanismo de aprovecha-

miento de este tipo de compuestos, iniciando la cadena ali-




menticia y porgque es el principal eslabfn entre la producti-
vidad primaria vy secundaria de sistemas lagunares - estuari-

nos (Sorokin, 1971; Maccubin y Hodson, 1980).

La productividad primaria es un parimetro usualmente u-
tilizado en investigaciones quimicas de lagunas costeras co-
mo reflejo, tanto del nivel de fijacibn de carbono inorgdni-
co, como del nivel de utilizacifn de nutrientes en la misma.
EstS generalmente relacionada con la descripcifn cuantitati-
va de las principales fuentes de energfa y de la eficiencia
del flujo de &sta a través de los niveles trSficos de un e-
cosistema, por tanto, el entendimiento de la productividad
depende del conocimiento de las fuentes de energia primaria
y de las rutas o mecanismos de utilizacifn en los que ésta
se encuentra involucrada. De esto salta a la vista la im-
pertancia de evaluar el papel de ia poblacibn bacteriana en
la productividad primaria de ecosistemas acudticos, ya que
como componentes de ellos, llevan a cabo la degradacifn del
material orginico y la utilizaci6n de la energfa involucra-
da para realizar procesos biosintéticos, mecanismos que i-

nician la cadena detritfvera (Scrokin, 1971).




En un sistema lagunar, los productores primarios que a-
portan mayor cantidad de materia org&nica son las macrofitas,
las microalgas b&nticas y el fitoplancton; de los cuales se
sabe que las macrofitas en lo que a zonas tropicales se re-
fiere, son los principales productores, puesto que de la de-
gradacifén de sus residuos por la accién de micrcorganismos,
resulta una produccifn de biomasa de dos a cinco veces mayer
a la que presenta la produccisn fitoplancténica {Sorckin,
1971; Seki, 1972). Las macrofitas incluyen pastos pantano-
808, pastos marinos y manglares, cuya importancia como fuen-
te de materia orgénica ha sido estudiada por varios autores,
los que concuerdan que el principal aporte de manglares pro-

viene de las hojas que caen al sistema lagunar.

lLos niveles de degradacifn del tejido vegetal en eco-
sSistemas estuarinos de Norteamfrica y Japbn, han sido estu-
diados en el laboratorio y en el campc bajo condiciones de
aerobiosis, observando en general, que los componentes solu-
bles son los que m&s rSpidamente se degradan. Como resulta-
do de esta degradacifn se liberan residuos de material fi-

broso, constituidos principalmente por lignina y celulosa (




Maccubbin y Hodson, 1980), los cuales sirven como sustrato
para el desarrcllo de microorganismos, mismos que constitu-
yen una biomasa rica en protefna de alto valor nutritivo,

que sirve de alimento para otros organismos gue habitan en

el sistema iayunar.

En las costas de lz Repfiblica Mexicana, existe un gran
nGmero de ecosistemas lagunares, entre los cuales est$ la
Laguna de Términos, en Campeche, importante por su elevado
potencial pesquero, por ser un habitat que aloja una gran
cantidad de especies potencialmente importantes para la ali-
mentacifén humana, y por ser una zona gque ha sido poco afec-
tada por las diversas actividades humanas. Por ello resulta
objeto de interés para realizar estudios sobre valores bisi-
cos de los parametros biol6gicos y fIsicoquimicos en su con-
dicibn original y utilizarlos como patr6n de comparacibn con

otras lagunas costeras del Golfo, en donde la influencia de

las actividades humanas es mayor.

El mejor conocimiento de los micrcorganismos gue par-

ticipan y de los factores gue contrclan la degradacibn de




la celulosa y lignina dentro de ecosistemas lagunares - es-
tuarinos, puede contribuir a un mejor entendimiento del pa-
pel ecolégico que desempena la poblacifn bacteriana en di-
chos sistemas, lo que permitird eventualmente, realizar es-
tudios acerca del mecanismo bioquimico de la degradacibn e
investigar su funcibén dentro del ecosistema de cada uno de

los productos intermediarios del proceso.

En base a estas consideraciones, el objeto de este tra-
bajo es el de aislar de la Laguna de Términos, microorganis-—
mos heterbtrofos capaces de degradar material orgédnico prin-
cipalmente de tipo lignocelulésico de origen vegetal demos-
trando su papel en la conversibn del material org&nico re-
fractario en detritus, fuente potencial de energfa para es-
pecies consumidoras, asf como determinar cufles son las con-

diciones 6ptimas para la degradacibn.




2. ANTECEDENTES SOBRE LAGUNAS COSTERAS

Las lagunas costeras son zonas de depresifn en la cos-
ta, que tienen cor anicacifn continua o effmera con el mar y
que estdn protegidas de éste por algGn tipo de barrera ff-
sica (Stevenson y Lankford, 1977). Son 4reas de transicifn
entre el medio ambiente marino y terrestre que ocupan alre-
dedor del 13% de las costas del mundo, cuerpos de agua so-
meros, de volumen y salinidad variables, con temperaturas
generalmente elevadas y fondos fangosos ricos en minerales
y material orgénico sedimentado y que se encuentran fu-r-
temente influenciadas por procesos continentales, marinos y

por actividades humanas {Mee, 1977}.

Una laguna no es un sistema completamente cerrado con
respecto al material particulado y disuelto gue en ella exis
te, ya gue recibe un aporte de nutrientes provenientes de
reservorios continentales a través de rfos v corrientes sub-
terréneas, marinos, a través de mareas v oleaje vy aéreos.

Por ello, los materiales gue en elle se encuentran en suspen




sibn y/o disueltos, son muy variables tanto en composicibn
caomo en cantidad.

La materia particulada consiste de una fraccién inor-~
génica formada principalmente por minerales y de una frac-
¢ibn orgdnica, constituida pPrincipalmente por organismos vi-
vos as{ como por materia orginica en proceso de degradacién.

El aporte de nutrientes hacia las lagunas es de impor-
tancia en la iniciaci®n de ciclos biogeocquimicos que est4n
asociados con la productividad primaria de las mismas y de-
pende, tantoc del reservorio externo de cada uno de los nu-
trientes y de la disponibilidad de mecanismos de transporte
para acarrearlos hacia las lagunas, como de la velocidad de
reciclamiento de éstos. Incluyen elementos mayores y ele-

mentos menores o traza que son tambié&n utilizados por los

microorganismos marinos (Bowen, 1966).

Por el contrario, una carencia de entrada de agua de
rfo o bien una disminucién o falta de los reservorios conti-
nentales, puede ocasionar una baja en la productividad pri-
maria del eccsistema lagunar {Tampi, 1969). EI aporte de

nutrientes hacia las lagunas costeras tropicales es elevado,




debido a los extensos perfodos de 1lluvias a 1o largo del a-
o, lo que provoca un arrastre masivo de nutrientes de las

tierras bajas que rodean la laguna hacia ella. De acuerdo

con Collier y Hedgpeth (1950), algunas lagunas pueden reci-
bir varias veces su propio volumen en forma de lluvia en un
afio, provocando que el arrastre O acarreo por agua de liu-

via sea temporalmente la Principal fuente de nutrientes, pe-

ro una vez gque las condiciones climatolbgicas cambian, el

rio nuevamente asume el papel de principal aportador.

Una fuente cada vez m&s importante de nutrientes para

muchas lagunas son los desechos domésticos, agrfcolas e in-

dustriales; sin embargo, junto con los nutrientes que apor-

tan, también introducen contaminantes quimicos y biol6gicos

que resultan téxicos, dafando el equilibrio, debido a su

largo tiempo de residencia en el sistema.
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2.a. Productividad primaria

Como ya se mencionS, la productividad primaria es un
parfmetrc usualmente utilizado en investigaciones quimicas
de lagunas costeras como reflejo, tanto del nivel de fija-
cibn de carbono inorgénico, como del nivel de utilizacién
de nutrientes en la misma. En un sistema lagunar, los prin
cipales productores primarios que aportan gran cantidad de
materia orgdnica son:

1. Macrofitas: pastos pantanosos, pastos marinos, mangla-
res y plantas turrestres.

2. Microalgas bénticas: diatomeas bénticas y epiffticas,
algas filamentosas.

3. Fitoplancton.

La evidencia acumulada (Pomeroy, 1960; Shelskie y Odum,
1961; Teal, 1962; Healt, 1969; Odum, 1969,1970; Day et al,
1977), sugiere que las macrofitas son los productores prima-
rios mis importantes en algunas lagunas costeras, con fre-

Cuencia en una relaci6n de 3:1 respecto al fitoplancton ¢
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Rschotskie, 1959; Pomeroy, 1960; Teal, 1962). De &stas, se
ha estimado que la produccién anual neta de los pastos pan-
tanosos en lagunas costeras se encuentra dentro del rango
de 500 -~ 2800 g/mz/aﬁo: para los pastos marinos Thalassia
testudinum la produccién es de 1500 g/mzfaﬁo (Zieman, 1968;
Odum y Zieman, 1967).

La impcrtancia de los manglares como fuente de material
orgdnico ha sido estudiada por Healk (1969), Heaik y Odum
(1970}, Odum y Healk (1972), estudios en los que se observé
que el principal aporte proviene de las hojas. Se ha esti-
mado que el valor de la productividad primaria de manglares
es de 450 - 990 g/hzfaﬁo (Lugo y Samuel, 1974). Se ha ob-
servado también, que en lagunas en las que existe un apor-
te por manglares, en las zonas aledafias a éstos, es en don-
de existe una mayor cantidad de material orgdnico suspendi-
do y sedimentado, camparado con el existente en otras Sireas

de la laguna, lo que indica su importante papel como fuente

de materia org&nica.

Por muchos afios, las aguas del oc€ano Yy de sus costas

se han clasificado er base a su productividad, la cual est§
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contrclada por factores ffsicos como la luz Yy temperatura,
factores geogr&ficos y factores quimicos como son la dispo-~
nibilidad de nutrientes de tipo inorgdnico, principalmente
nitrbgenc y f6sforo Y cietos compuestos de naturaleza org&-
nica con actividad biol6gica, tales como tiamina, biotina,

vitamina B12 y &cido glicBlico.

Existe considerable evidencia que sSugiere gque la pro-
duccibn primaria estd qufmicamente limitada por la carencia
de nutrientes inorg&nicos Susceptibles de ser utilizados (
Spencer, 1971), por lec que se concluye que el recilcamiento
de nutrientes por la degradaci6n de la materia orgdnica pre-
sente, juega un papel importante en la productividad prima-
ria de ecosistemas acuSfticos.

Como se mencion6 anteriormente, los residuos de plan-
tas vasculares son menos apetecibles para los herbfvoros,
probablemente debido a que estdn constituidos por una combi-
nacibn de tejidos sumamente resistentes representados por
celulosa, lignina y quitina (Zobell y Felthman, 1942; De la
Cruz, 1975) que cubren a la Planta y que son diffciles de

digerir por la mayorfa de los organismos, ademis de la pre-




sencia de altas concentracicnes de compuestos t&xicos como
taninos y sflice. Comoc resultado, existe una gran cantidad
de materia orgdnica acumulada en sedimentos y columna de a-
gua que proviene del material vegetal muerto.

En el ecosistema lagqunar soloc alqunos organismos cemo

el caracol Melampus y el cangrejo Rhitropancpeus harrisii,

son capaces de utilizar este material directamente como a-
limento; sin embargo, la mayorfa no pueden aprovecharlo si-
no hasta gue ha sido biodegradado, estoc es, una vez que se
han formado las partfculas de detritus (Odum y Zieman, 1972).
Se ha definido el detritus orgdnico como todo material
biogénico en diferentes estados de degradacifin microbiana,
el cual representa una fuente potencial de energfa para las

especies consumidoras (Darnell, 1967).

Existen tres fuentes principales de materia orgdnica en

una laguna:

1. La proveniente de excresiones de algunos organismos y

que pueden en algunos casos actuar como controladores

o reguladores ecolfgicos.
2. La formada durante la degradacifn de crganismos muertcs

ya sea por autolisis o pOr accibn microbiana (Hohnues,




1968}

3. La proveniente del continente, constituida por materia-
les hGmicos y otros rroductos de descomposicién vegetal,

arrastrados hacia la zona costera por vientos y rfos.

En una laguna costera, la materia org&nica es degrada-
da principalmente por bacterias v durante este proceso de
mineralizacidn se liberan: amonio. fosfatos, difxido de car-
bono, sulfatos y otros productos tanto inorg8nicos como or-
ginicos que son utilizados por otros organismos gue habitan
el sistema. Por el papel que juegan las bacterias en este

proceso, son muy importantes en la productividad primaria de

ecosistemas acuiticos (Zobell y Felthman, 1942).

En la interfase sedimento - agua, existe un gran nmero
de bacterias capaces de utilizar como sustrato la materia or-
ginica en ella depositada y es por ello gue en esta interfa-
se es en donde ocurre en mayor prororcifn la regeneracibn de
nutrientes (Hayes, 1964); Brewe y Pjaender, 1978: Anderson,
1939}, ya que las bacterias oxidan la materia orgSnica dispo-

nible y utilizan la -rercfa involucrada para efectuar reac-
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ciones de biosfntesis (Sorokin, 1971). Esto se evidencta
en aguas de poca produndidad pPor el hecho de que continua-
mente se esti liberando amonio de la interfase hacia la co-
lumpa de aqua, existiendo, adem&s una relacifn lineal entre
el nivel de amonio liberado Y la temperatura del agua; lo
cual refleja un control bacteriano del proceso de minerali-
zacifn (Hale, 1975; Ockuda, 1960). Con respecto al inter-
cambio de f8sforo entre la interfase y la columna de agua,
se sabe que en parte es controlado por la actividad micro+
biana.

La regeneracifn de nutrientes a partir de la degrada-
cifn de la materia orgdnica que permanece dentro de la lagu
na, permite que continue la productividad del ecosistema,
Pues es el paso de iniciacién de la cadena detritfvora, ya
que durante la degradacifn se liberan, ademss de compuestos
orgdnicos solubles {glucosa, proteinas, etc.), nutrientes
inorgdnicos, y biomasa microbiana de alto valor nutritivo a
partir de material orgsnico refractario relativamente pobre
en sustancias aprovechables y de diffcil utilizacidn (Zo-
bell y Felthman, 1942; wond et al, 1960; Darnell, 1967).

Asf pues, este sistema de reciclamiento permite el continuo
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uso de nutrientes dentro del ecosistema lagunar, lo gue per-

mite mantener un alto nivel de productividad primaria y se-

cundaria.

2.b. Formacifin del detritus

El proceso de degradacifn de partfculas de restos vege-
tales involucra: una degradacifn mec&nica, una disolucibn
guimica y una lisis enzim&tica por bacterias, hongos y dia-
tomeas.

La degradacifn mec&nica ocurre principalmente por la
accién de olas y corrientes que disgregan el material, una
vez que &ste ha sido debilitado estructuralmente por la di-
solucifn quimica, la cual debe ocurrir primeramente a tra-
v=es de procesos de hidrfliss y oxidacibn, los que favore-
cen la colonizacibn por bacterias y otros organismos involu-
crados en la degradacifn.

La descomposicifn del material por estcs microorganis-

mos, se evidencia primeramente por la ruptura de la pared
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celular con la subsecuente liberacién de los componentes ce-
lulares. Asf, de la actividad microbiana sobre el material
orgénico refractario, resulta una partfcula que puede fun-
cionar como almacén de energfa y de nutrientes que estf dis-
ponible para otros microorganismos y para especies consumi-
doras (Darnell, 1967).

Dicha particula est8 constituida por una matriz org4-
nica, en la cual estin embebidos 1os microorganismos en su
mayoria bacterias, aunque existen pequenos zooflagelados,
diatomeas, hongos y actinomicetos y en menor nGmero algac

unicelulares y ciliados (Odum y Zieman, 1972).

2.c. Valor nutritivo del detritus

El agregadc que forma la particula y los microorganis-
mos hacen un sistema independiente, cuyo valor nutricional
es mis alto que el del tejido vascular del que se originé
(William y Ziemarn, 1972; De la Cruz y Poe, 1975).

Algunos autores han postulado que la particula de de-
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tritus est§ formada principalmente por los componentes mis

abundantes de la estructura vegetal y por lo tanto debe ser
rica en carbohidratos m&s que en nitrSgeno (Darnell, 1964),
lo que puede ser cierto en las partfculas m&s grandes al i-
nicio del proceso de degradacién, pero al final, las partf-
culas deben contener mucho material nitrogenado como resul-
tado del crecimiento y acumulacifén de flora microbiana ad-

sorbida en las partfculas del material vegetal.

Existen varios estudios encaminados a evaluar el valor
nutricional de las partfculas de detritus Y en ellos se in-
dica que la fvente real de alimento para lcs consumidores de
éste, lo constituyen Principalmente los microorganismos y
no los residuos de la macrovegetacifn que es relativamente
pobre en nitrSgeno en forma aprovechable (Fenchel et al,
1976; De la Cruz, 1975; Baylor et al, 1977). Ya que las
particulas de detritus son una rica fuente de alimento para
los organismos del ecosistema lagunar (Darnell, 1968, 1965,
1961, 1967), resulta importante estudiar lcs microorganis-
mos asociados en el mecanismo de formacifn de &ste a partir
de macrofitas, principal fuente de materia orgdnica, porque

constituyen la primera etapa de la cadena detritfvora. Esto
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permitird lograr un mejor entendimiento del flujo de ener-

gfa y de la trama tr6fica dentro de ecosistemas lagunares -

estuarinos.
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3. AREA DE ESTUDIO

La Laguna de "“rminos, se encucntra localizada en el

iitoral del Golfo e México, entre !los meridianos 91°15"' y

91°51' de longitud oeste Y los paralelos 18°25° Yy 18°50"' de
latitud norte, con una longitud de 70 km y 28 km de ancho,
limitada al norte por la Isla del Carmen.

Tiene en general poca profundidad y se localiza en el
l1fmite de una zona de sedimentacifn de carbonato de calcio
biogénico en la parte este Y una zona de depositacisn de
detritus terrfgenos aportados por rfos y sus tributarios en
la parte oeste. Se comunica con el mar por la boca de Ciu-
dad del Carmen situada en la parte occidental y per la bo-
ca de Puerto Real en el extremo oriental (mapa 1}.

El clima del drea es tropical con una temperatura maxi

ma de 36°C y una mfnima de 17°C. 1La precipitacifn pluvial

alcanza valores entre 120 y 200 cm anuales, alcanzando los
miximos valores entre los meses de junio y noviembre. Los

vientos dominantes presentan direccifn noreste Y sureste,

sin embargo durante ! invierno se présentan tormentas v hu
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racanes donde predominan los vientos del cuadrante norte.
La marea puede ser diurra, semidiurna v mixta, con un
rango de 0.62 m (Cruz - Orozco, 1980).
Tres grandes rfos descargan sus aguas en la Laguna de
Términos; el Palizada, el Chumpdn y el Candelaria, los que

son distributarios del Rfo Usumacinta. Lo mis sobresalien~

te de la circulacién de sus aguas eg el flujo neto de este

a oeste originado por el avance de la Rarea en el mismo sen
tido y los vientos predominantes del este.

El agua presenta buena oxigenacidn, la salinidad dis-
minuye hacia tierra firme, presentando valores mis bajos en
el drea afectada por la descarga de rfos. Los valores de
PH oscilan entre 7.8 y 8.10. La concentracién de nutrien-
tes presenta variaciones estacicrales dentro del sistema,
relacionindose su mayor abundancia principalmente con la re-
generacibn interna de 8stos por la degradaci6n de la materia
orgdnica que en ella existe (Vazquez, 1974),

Es una Srea de balance energético de sistemas biolbgi-
COS, en la que se transforma energfa desde fuentes primarias
que se conduce activamente a través de una trama tréfica o

Se intercambia con ecosistemas vecinos mediante mecanismos
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de exportacibn e importacifn, o que se almacena en los di-

ferentes organismos que en ella habitar.
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4. TRABAJC EN EL CAMPO

Se tomaron muestras de la columna de agua y de sedimen-
to en diez estaciones diferentes (mapa 2), utilizando bote-
llas Van-Dorn para colectar las muestras de agua y una dra-
ga Van-Veen para las muestras de sedimento.

Se tamaron aproiimadamente cien mililitros de agua,
los que se transfirieron a frascos estériles gue contenfan
dos mililitros de glicerol (conservador), congel&ndose in-
mediatamente en hielo seco para as! ser transportadas hasta
el laboratorio.

De sedimento se tamaron aproximadamente cien centfime-

tros ctibicos en forma estéril, y se trataron de igual for-
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5. MATERIAL Y METODOS

1. Medios de cultivo

-

- Medios para el aislamiento de microorganismos:

urea 0.03 "
KHZPO4 0.20
NaCl 1.75 "
hojas de mangle 1.00 "
agua destilada 100 ml
B.~- (mﬂ‘)zso4 0.14 g
urea 0.03 "
KHZPO4 0.20 -
hoja de mangle 1.00 "
agua de laguna 100 ml
C.~ (um‘)zso‘ 0.14 g
urea 0.03 »
KBZPO4 0.20 '
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celulosa microcristalina 1.0 "
agua destilada 50 ml
agua de laguna 50 "
D.- (NH4)2504 0.14 g

urea 0.03 "
KﬂzPO4 0.10
celulosa microcristalina 1.0 "
agua de laguna 100 m}

En todos los medios se ajustd el pH a 7.0 utilizando
dcido clorhfdrico e hidr6xidoc de sodio; se esteriliz6 en
autoclave a una presifn de 15 psi y una temperatura de 120°
C durante 20 minutos. Se anadié la urea después de esteri-
lizarla en sistema millipore, utilizando una membrana de
0.45y de poro. Las hojas de mangle se secaron en estufa
y se molieron hasta obtener particulas finas. El agua de

laguna se esterilizb por filtracifn en sistema millipore.

- Medios de cultivo para la caracterizacibn:

E.- Agar almidén

Solucibn A:
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triptona 5.0 g
ext. de levadura 5.0 *
fosfato dipot&sico 5.0 "
agar 18.0 ?
agua destilada 800 ml
Solucién B:
almidsn soluble 3.0 g
agua destilada 200 ml

Solubilizar por separado A Y B, mezclar ambas. pH 7.0

F.- Agar nutritivo

peptona 5.0 g
ext. carne de res 3.0 "
agar 18.0 "
agua destilada 1000 ml

G.- Base caldo de pfirpura de bromocresol *

peptona 15.0 g
NaCl 5.0 "
ext. de carne 1.0 "
pGrpura bromocrsol 0.015 "
' agua destilada 1000 ml
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* Este medio se usa para observar la fermentacidn de

carbohidratos, que se agregan posteriormente a una concen-

traci6n final de 1%.

ﬂ.- Caldo HR - VP

peptona 7.0 g
dextrosa 5.0 "
fosfato dipotSsico 5.0 "
agua destilada 1000 ml
PH 6.8

I.- Caldo nutritivo

peptona 5.0 g

ext. carne de res 3.0 "

2gua destilada 1000 ml
pH 6.9

g.- Gelatina nutritiva

peptona 5.0 g
ext. carne de res 3.0 .
gelatina 120.0 -
agua destilada 1000 ml

pid 6.8
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K.- Medio de indol - nitrito

peptona tripticasa 20 g

fosfato disbdico 2.0 "

dextrosa 1.0 "

agar 1.0 "

nitrato de potasio 1.0 "

agua destilada 100¢ ml
pH 7.2

L.- Medioc de SIM

peptcna tripticasa 20 g
peptcna tiotona 6.1 "
sulfato de hierro y 0.2 "
amonio

tiosulfato de sodio 0.2 "
agar 3.5 "
agua destilada 1000 ml
pH 6.8

M.~ Medio de tioglicolato fluido
peptona de caseina 5.0 g
dextrosa anhidra 5.0 "

ext. de levadura 5.0 n
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NaCl 2.5 "
L-cistina 0.5 "

tioglicolato de sodic 0.001 "

resazurina 0.001 "
agar 0.75 "
agua destilada 1000 ml
pPH 7.1

Todos los medios de cultivo se esterilizaron a una tem
peratura de 120°C y una presifn de 15 psi durante 15 minu-
tos; se les adicion6 2.7% de NaCl Y en aquéllos en los que

su composicibn ya inclufa NaCl, se ajustS su concentracién

a 2.7%.

- Medios para determinar el crecimiento con diferentes

fuentes de carbono:

KBzPO4 0.2 g

urea 0.03 "

{Nﬁa)zsoq 0.14

agua de laguna 100 mi

La urea se afiadif al mecio después de esterilizarla en




t
2
[¥e)

1

sistema millipore con una membrana de 0.45p de pore. El
agua de la laguna fué filtrada en las mismas condiciones.
Se ajusté el pH a 7.0 Y Se esteriliz§ en autoclave a una

Presibn de 15 psi Y una temperatura de 120°C durante 20 mi

nutoes.

Como fuente de carbono se emplearon:

N.- hojas secas Y molidas de manglar 1 $
o0.- carboxi - metil - celulosa (C.M.C.) 1 %
P.- celulosa microcristalina 1 ]

.= pectina 1 %
R.- xilanos 1 L]

S.- Medio " F "

(NH‘)ZSO4 1.0 g
llgso4 . 7H20 0.2 "
ll'i-lzli'O4 0.5 "
K2HP04 0.5 "
CaCl2 0.01 "
NaCl 6.0 "
glucosa 5.0 "
ext. levadura 3.¢ "
agua destilada 1699 ml
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Se ajusts el pH a 7.0 Y se esterilizf en autoclave a

una presibn de 15 psi y una temperatura de 120°C durante

20 minutos.

- Medios para conservacifn de las cepas:

T.- Medio de papa - dextrosa - agar (Difco)
infusifn de papa 200 g
bacto dextrosa 20 "
bacto agar 15 *
agua de laguna 100 ml

Se suspenden 39 gramos en un litro de agua; se hierve

hasta la disolucisn completa y se esteriliza en autoclave a

una presibn de 15 psi Y una temperatura de 120°C durante 15
minutos.

U.~ Medio " g »

(NH4)2504 0.1

g
¥gSO, . 7H,0 0.017 .
KHzPO‘ 0.05 " \
CaCl2 0.01 "
ext. levadura 0.30 "
glucosa 0.50 "
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agua de laguna 100 ml
Se esteriliz§ en autoclave a una presifn de 15 psi =

una temperatura de 120°C durante 26 minutos,

2. Andlisis Qufmicos

~ Determinacién de protefnas

Se determinaron por el método de Kjeldahl, en el que

las protefnas y demSs materiales orgénicos son oxidados por
accibn del &cido sulffirico; el nitrégero que se encuentra
en forma org&nica se fija como sulfato de amonio.

Al hacer reaccionar esta sal con una base fuerte se
desprende amonfaco que se destila pcr arrastre de vapor y
se recibe en un volumen conocido de Scido valorado. Por ti
tulacibn del &cido neutralizado se calcula la cantidad de a
monfaco desprendido v asf la cantidad de nitr6geno en ia

muestra. El porcentaje de nitrdgeno multiplicado por el

factor 6.25, ncs da el porcentaje de proteina cruda.

Técnica de Macreckjeldahl.- aproximadamente unp gramo de

muestra problema, diaiizada ¥ S5eca, se digiere con tres gra
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mos de mezcla selénica y 25 ml de Scido sulffirico concentra-
do en un matraz Kjeldahl de 500 ml, hasta la total digestifn
de la materia org&nica; cuando la solucién queda completamen
te cristalina, se enfrfa y diluve con 400 ml de agua desti-
lada. Se afiaden 5 gotas de fenoclftalefna y aproximadamente
50 ml de la sclucibn de hidr6xido de sodio al 50%, hacién-
dela resbalar lentamente por las paredes del matraz de mane
Ia gque se estfatifiquen las dos soluciones, 5¢ conecta r&-
pidamente el nat;az ai sistema de destilacifn.

Una vez tonectado el matraz, se mezclan las dos solu-
ciones e impediatamente se calienta, el destiladc se recibe
en un matraz erlemmeyer de 500 ml, que contenga 50 ml de
solucién de &cido bbrico al 4%, hasta un volumen de 200 ml,
se titula el destilado con Scide clorhfdrico 0.1 N hasta

alcanzar nuevamente el color amarillo.

CBlculos:

{(Vol. HC1 gastado) (N de HC1) {0.014) (100)
% de nitr6geno =

peso de la muestra

% de protefna = porciento de nitrfgeno x 6.25
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3. Aislamiento de microorganismos

Matraces erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de los
diferentes medios de aislamiento mencionados en el inciso 1,
fueron inoculados con 5 ml de una suspensién de las muestras
tanto de agqua de fondo v superficie, ccmo del sedimento de
las diferentes estaciones y se incubaron a 29°C y 37°C, con
una agitacibn de 200 rpm.

Cada 120 horas se tomaron 5 ml de los matraces y se re-
sembr§ en matraces con el mismo medio, conservando las condi
ciones originales. Despu€s de la tercera resjiembra, se to-
nd una muestra y se sembrd en caja con medio de papa - dex-
trecsa. Al cabo de 48 horas de incubacifn se estudiaron las
diferentes cepas obtenidas, de las cuales se hicieron dilu-

5

ciones hasta de 10 ° sembrando en el mismo medio para as{

cbtener colonias aisladas y observar sus caracter{sticas co-

loniales.

4, Pruebas para la identificacifr de los microorganismos

Para la identificacidn se hicieron las pruebas siguien-
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tes: observaci&n macrosc8pica de las colonias, tinci8n de
Gram, observacifn de espora y cdpsula, cbservacifn de for-
ha y tamafio de las células, pleomorfisme, produccién de
pigmento y su difusién, crecimiento a 37°C, requerimiento
de sodio {como cloruro}, desarrollc en caldo, movilidad,
produceibn de oxidasa, catalasa, reduccibn de nitratos a
nitritos, produccifn de acetilmetilcarbincl, produccién

de &cido, formacifn de inded, pro&ucciﬁn de sulfuros, fer-

mentacibn de glucosa y lactosa, hidr8lisis de almidfn y de

gelatina.

4.1 Pruebas morfolégicas Y biogqufmicas

Las observaciones se hicieron en colonias de 48 horas
de desarrollo. Se observs el tamafio, forma, elevacién,
borde, superficie, consistencia, pigmentacién Y si el pig-
mento era o no difusible en el medio (Rodina, 1972).

Tincibn de Gram.- se hicieron frotis de cada uno de
los microorganismos y se realiz6 la tincién de Gram para
observar microsc6picamente la coloraci6n que tomaban, su

forma y su agrupacién.

Tincibn de espora.- se toma una asada del microorga-




nismo y se extiende sobre el portactjetos. Se deja secar
al aire, se cubre con fucsina fenicadas durante dos minu-

tos, se lava con ajyua corriente Yy s deja secar al air. .
Se extiende una gota 1> tinta china sobre el portaobjet:s

Y se deja secar 1l 21te.

Adends, los microorganismos se sometieron a un calen-
tamiento y si 10 resistfan, indicaba vresencia de estora.
Para esto, se preprariton tubos de aiar nutritivo inclina-
do que se sembraron con los diferentcs microocrganismos .

Se incubaron a 23°C hasta que se observs crecimiento (Ru-
dina, 1972).

Todas las -bscroiciones micro: . Spicas se hicieron en
un microscopio marca Rossbach, Kycwa bajo inmersifn a 100x
Yy con cultivos le 24 - 48 horas.

Observacién al microscopio el.ctrénico de barridc.-
para determinar la forma y tamafio ¢ las bacterias, se ob-
Servaron en un nicreoscopio electrér:co de barrido, usdndo-
se cuitivos de 49 rouras en caldo r *ritivo, los que se pre
pararon de la s:.cu.conte manera:

1. Se centrifuvgan 1.. m' e cada u-c de los cultivos a

2500 rpm duran:: 1 -t s ¥y se ! -cha el sobrenadante.
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Se resuspende el sedimento en una solucifn al 2.5% de glu-
taraldehido en caldo nutritivo, se deja reposar a tempera-
tura ambiente durante cuatro horas. Se centrifuga a 2500
rpn durante 10 minutos y se desecha el sobrenadante. Se
lava tres veces con 1.5 ml de sclucifn salina al 2.7%.

2. 5e centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos y se dese-
cha el sobrenaigntet Para la deshidratacifn se resuspende
el sedimento en 1.5 ml de solucidn etanblica al 40%, se de
ja reposar por 10 minutos. Se centrifuga y se desecha el
sobrenadante. Se repite la operacifin con soluciones eta-
nblicas de concentraciones crecientes: 50%, 60%, 70%, 80%,
90% y 1008%. Finalmente se resuspende en 1.5 ml de aceto-
na.

3. Se montan las muestras sobre cubreobjetos de vidrio ad
heridos con pintura de plata a portamuestras de zluminio.
Las muestras se secan al aire. Se cubren con una capa de
oro de ZSOi en una cubridora fina (Jeol Mod. 1101). Los
especimenes se observan en un microscpio electrfnico de
barrido (Jeol Mol. JSM - 35) con 20 kv de aceleracién en

el haz electrbnico.




Presencia de catalasa.- se observa en los casos positi-
vos por un desprendimiento r&pido de gas, al Agregar una go-
ta de agua oxigenada al 3%, sobre una asada de cultivo colo-
cada sobre un portacbjetos (Rodina, 1972).

Produccifn de cxidasa.- se determin6 la produccibn con
el reactivo de dihidroclorurc de tetrametil-p-fenilendiamina
al 1%. Se agregan unas gotas sobre la colonia, un resultado
positivo lo indica la presencia de un color rojo. El reacti-
vo debe prepararse cada vez gue se usa y debe reposar durante
15 minutos antes de ser utilizado (Rodina, 1972).

Movilidad, formaci6n de indol y produccibn de sulfuros.-
se utiliza el medio de SIM. Los tubos con este medio se ino-
culan por picadura en el centro hasta la mitad de la profun-
didad. Se incuban a 28°C durante 18 - 48 horas. La produc-
cibn de sulfuros se indica por el enegrecimientc del medio a
lo largo de la linea de inoculacién. La formacién de indol
se detecta con el reactivo de Erlich. Se agregan una a dos
gotas del reactivo al cultive, una coloracibn rosa indica la
presencia de indol. La movilidad se observa por el crecimien

to del microorganismo lejos de la lfnea de inoculacifn {(Rodi-

na, 1972).
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Reduccibn de nitratos.- se determina en el medio de in-
dol - nitrito. Para observar la presencia o acumulacibn de
nitritos en el medio se agregan a 5> ml de cultivo 5 gotas de
reactivo de &cido sulfanflico Y otras tantas de alfanaftil-
amina. En caso de que haya presencia de nitritos en el me-—
dio se observa un color rojo o rosa {Rodina, 1972).

Produccifn de acetil - metil - carbinol y produccién de
dcido.- se usa el medio de Vogues - Proskauer en donde se
siembran las cepas, se incuba durante 48 horas a 28°c. La
presencia de acetilmetilcarbinol se demuestra por la apari-~
cibn de un color naranja a rojo después de agregar a 1.0 ml
del cultivo, 0.6 ml de alfa-naftilamina al 5% en alcohol etf
lico absoluto y 0.2 ml de XKOH al 40%. Para demostrar la pre
sencia de &cido se adicionan 5§ gotas de una solucibn de rojo
de metilo a 5 ml de cultivo. Un resultado negativo lo da
una coloracifn amarilla del medio, si se mantiene rojo, el
resultado es positivo (Rodina, 1972).

Fermentacifn de carbohidratos.- se usa el medio de ba-

=< de caldo de pfirpura de bromocresol. se preparan solucio-

nes al 10% de gluccsa y lactosa, las que se agregan al medio

pPor separado, para tener una concentracibén final de 1%. El
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indicador de la produccibn de &cidc es el pdrpura de bromo-
crescl, el que en caso positivo se observa de color amarillc.
Para observar la produccifn de gas se coloc en cada tubo de
medic una campana de fermentacifn (Rodina, 1972).

Prueba de hidr6lisis de almidén y gelatina.- 1la hidr&-
lisis del almidSn se realiza sobre agar almidén, se observa
la zona de hidr6lisis como una zona clara al agregar a las
cajas de cultivo unas gotas de una solucibén iodo-iodurada
que obscurece el resto del medio. La hidr6lisis de la gela-
tina se realiza sobre cajas de gelatina nutritiva, la cual

se observa comc una zona licuificada del medio alrededor del

inbculo.

5. Curva de crecimiento de los microorganismos midiendo la

densidad Optica durante el tiempo de fermentacifn.

Siendo el objetivo de este trabajo obtener microorganis-
mos que utilicen como sustrato partfculas de material orgs-
nico de origen vegetal, se procedi a cultivar en diferentes

materiales celul6sicos a fin de seleccionar los mejores.
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Inbculo.- las diferentes cepas aisladas y purificadas
se resembraron por la técnica de estrfa en cajas con papa -
dextrosa - agar para obtener as! mayor crecimiento y de és-
ta forma poder preparar una suspensién de células. Para pre
pararla se usf agua de laguna previamente esterilizada.

Cultivo.- se inocularon 5 ml de la suspensifn en matra
cer erlemmeyer con capacidad de 250 ml conteniendo 100 ml de
medio preparado con las diferentes fuentes de carbono (celu-
losa microcristalina, carboximetilcelulosa, pectina, xilanos,
Yy hojas secas de mangle). Se incubaron a 37°C con una agi-
tacifn de 200 rpm. A cada matraz se le tom6 muestra antes
y despufs de ser inoculado y también a intervalos durante 4
dfas.

Procesamiento de las muestras.- las muestras fueron
filtradas en equipo millipore usando papel Whatman N°. 2.

A cada muestra se le d4if un lavade con agua de laguna previa
mente esterilizada, en un volumen igual al de la muestra o-
riginal. Posteriormente se centrifugaron a 500 rpm durante
5 minutos y se procedif a leer la L.0. del sobrenadante a

540 rmm. de longitud de onda en un fotocolorimetro Bausch &

Lomb, Spectronic 20.
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En este paso el principal problema fu€ que las muestras
se filtraban muy lentamente y como consecuencia, se formaba
una capa de sustrato residual en el cual se guedaban atrapa-
das muchas células. Para solucionar este problema, las mues
tras fueron centrifugadas a 500 rpm durante 5 minutos con el
fin de eliminar las partfculas gruesas de sustrato; entonces
se lee directamente la D.C. del sobrenadante a 540 nm de lon
gitud de onda. Se pudo comprobar que las células permanecen
en el sobrenadante mediante observaciones al microscbpio Sp-
tico.

Otro problema fué el hecho de gue el sobrenadante al ser
colorido, presentaba cierta absorbancia, la cual interferfa
en las lecturas y alteraba de esta forma los resultados. Pa-
ra eliminar este problema, se corrif un matraz con el medio
de cultivo y sin inocular, pero preparado e incubado de igual

forma que los otros, el cual se utiliz8 como blanco.

6. Estandarizacifn del indculo

De cada una de las ceras se prepar$ una suspensi8n en a-

gua estéril de laguna, usando la misma concentracifn de célu-
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las de las diferentes cepas mediante el ajuste de las lectu-
ras de D.O. a 540 nm en un fotocolorfmetro Bausch & Lomb.
Para inocular los matraces preparados con 100 ml del medio

" N " se usaron 5.0 ml de la suspensién. Las D.o. gue se u-

tilizaron en cada experimento se especifican en las leyendas

de las figuras.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Como el principal cbjetivo de este trabajo fu€ el de
aislzr de la Laguna de Términos microorganismos capaces de
degradar material orgédnico de origen vegetal, principalmen-
te de tipoc celulSsico, el primer paso fué el de incubar las
muestras de las diferentes estacicnes (mapa 2) en medio sa-

lino con hojas de mangle o celulosa microcristalina como G-

nica fuente de carbono.

Como puede verse en la tabla 1., los matraces en los
que se logr6 aislar organismos con un mayor crecimiento fué
en los que se inocularon con las muestras de las estaciones
3, 4 ¥y 6, principalmente de la interfase sedimento - agua y
gque contenfian hoja de mangle como finica fuente de carbono.

Para lograr aislar de dichas muestras, aquellos organis
mos que utilizan con mayor eficiencia la hoja, se procedi6
a realizar resiembras suscesivas en el medio lfquido. Des-
pués de la tercera resiembra Se sembraron en caja con agar-

papa-dextrosa diferentes diluciones para lograr aislar mi-




TABLEA 1

P
N°® DE PROCEDENCIA DE CRECIMIENTQ RELATIVQ EN PLACA DE MICROORGANISMOS I
ESTACION LA MUESTRA AISLADOS EN MEDIO LIOUIDO UTILIZANDO COMO SUBSTRA
TRO:
CELULOSA MICROCRISTALINA HOJA DE MANGLE
F 1 superficie - 4
fondo + +
interfase s-a + +
2 superficie + +
fondo + +
interfase s-a ++ -+
3 superficie .t PRPa
fendo .. +4
interfase s-a et .
4 superficie . T
: e
interfase s-a 4t
5 superficie + :*
fondo ++ ..
interfase s-a -+
6 superficie -+ t:
fondo + e e
interfase s-a + s J
7 superficie + .
fondo -+ A
interfase s-a ++
B superficie + :+
fondo + -
interfase s-a +
9 superficie + :
fondo - .
interfase s-a -
10 superficie - :
fondo + .
interfase s-a +
A —

Incubadas durante 48 horas a 37°C.




croorganismos y poder asf determirur .as caracterfsticas co-

loniales y probar su :ctividad celulolftica. Para ello, se

sembraron nuevamente con medio " B ¢on hoja de mangle como

Sustrato y simulténeamente en tubos -on medio Salino conte-
niendo una tira de papel filtro para observar la disgrega-
cibén del mismo, lo que es indicador de la actividad celulolf
tica. De entre los diferentes organismos probados, tres fue
ron los que presentarcn un crecimiento mis rdpido en hoja ¥y
los que desmenuzaron mfs r&pidamente el papel, y por ello

fueron seleccionados como crganismos de prueba.

Se procedif entonces a determinar Las caracterfsticas
coloniales, asf como a efectuar las pruebas bioqufmicas y es
tudios al microscopio 8ptico Y electrfnico de barrido, que
permitieran su caracterizacién.

Los resultados se muestran en las tablas 2 y 3. En e-
llos se observa yue los tres microcrganismos son cocobacilos
Y que camparten entre sf{ caracterfsticas, con excepcibn del
color de la coloria gque forman en <} meZio sSlido, el cual
es distinto, al igual que la textura en el caso de la cepa

TEHR-C, que a diferencia de las ct-is ics Ce -as, presenta



TABLA 2

MICROORGANISMOS AISLADOS DE LA INTERFASE SEDIMENTO-AGUA

DENOMINRCICN

TIPO DE
MICROORGANISMO

e

TIPO DE
COLONIA

Cocobacilo

Cocobacilo

Cocobacilo

R

Circular, convexa
borde elevado, 1li-
sa, consistencia
suave, pigmento na
ranja, difmetro ma
yor de 1 mm. -

Circular, convexa
borde elevado, 1li-
sa, consistencia
suave, pigmento a-
marillo, diSmetro
mayor de 1 mm.

Circular, convexa
borde elevado, ru-
gosa, consistencia
seca, pigmento cre
ma, difmetro mayor
de 1 mm,

Cultivo en agar papa - dextrcsa durante 48 horas a 37°C.




TABLA

3

I

RESULTADOS DE L2S PRUEBAS BIOOUTIMICAS DE LOS NICROORGANISMOS

PRUEBA

TEHN-A

TEHR-B

TEHn-C

Gram

Tamaiio en mp

Forma al M.0.*

Forma al M.E.*
Pleomorfismo

Esporas

C&psula

Movilidad

Crecimiento en caldo
Crecimiento a 37°C
Requerimientos de sodio
Oxidasa

Catalasa

Reduccibn de nitratos
Vogues - Poskawer

Rojo de metilo
Produccifn de indol
Produccifn de st
Fermentacifn de glucosa
Fermentacidn de lactosa
Hidrélisis de aimidén
HidrSlisis de gelatina
Hidr6lisis de papel

Variable
0.9-1.5x0.5
Cocobacilo
Cocobacilo

+

Variable
n
Cocobacilo

n

+

+

Variable
1.9%0.6
Cocobacilo
Cocobacilo

Ey S+

+

+

+ +

Incubados a 37°C; *M_0. microscopioc Sptico; *M.E. microscopio e-
lectrénico de barrido; E y § + enturbiariento y formacifbn de se-

dimento; A +

formacién de fcido; n-

no se observs




- 45 -

una consistencia seca.

Al comparar los resultados de estas pruebas con el cua-

dro para la caracterizaci6n de organismos tipo del género

Cellulomonas sp. mostrado en la tabla 4, podemos observar

que las tres cepas comparten también caracterfsticas con es

te género.

A fin de ver la capacidad de las cepas aisladas para u
tilizar diferentes sustratos de tipo org&nico, se probé su
capacidad para utilizar como fuente de carbono: pectina, xi-
lanos, carboximetilceluiosa Y celulosa microcristalina que
Son representativos de los componentes de la hoja, asf como
en hojas de manglar, que es una de las principales fuentes
de materia org&nica en las lagunas costeras. Los resultados

del crecimiento midiendo la densidad Optica, se muestran en

la tabla 5. En ellos se observa que el sustrato en el gue
hay mayor densidad &Sptica al final de la fermentacién fuf en

la hoja de mangle, aunque utilizan también los otros sustra-

tos lo hacen con menor eficiencia. Es notorio que el creci-

miento de la cepa TEHn-A fué Mayor que el de las cepas TEEn-B

y TEHn-C.




TABLA

4

PROPTIEDADES BIOQUIMICAS Y MORFOLOGICAS DE CELLULOMONAS sp.

Gram
Tamano
Crecimiento en caldo

Crecimiento a 37°C

Movilidad
Hidr6lisis de gelatina
HidrS6lisis de almidén

Hidr6lisis de papel

Variable
0.> x 0.7 - 2.0 p-micras
Moderado

+ (produccién de pig-
mento amarillo)

Positiva
Positiva
P~sitiva

+ (fibras separadas por
agitacién)

Bergey's Manual of Determinative Bacterioloay (1973)

VIII Edicifn.

o



Como se observ6é que las células se quedaban atrapadas
en el paquete que se formaba con el sustrato residual duran
te la filtracibn y esto provocaba lecturas de densidad Sp-
tica bajas, se repiti6 el experimento en iguales condicio-
nes, pero las muestras en esta ocasifn fueron centrifugadas
a 500 rpm durante S minutos, a fin de que se formara el pa-
quete con el sustrato residual y las células permanecieran
en el sobrenadante. Esto se comprob8 mediante observacio-
nes al microscopio Sptico. Tambi&n, debido a gue el sobre-
nadante presentaba coloracifn, se elimin6 la interferencia
de €&sta, utilizando como blanco una muestra de un matraz sin
inocular, pero preparado y sometido a las mismas condicio-
nes de los matraces inoculados. Loz resultados se muestran
en la tabla 6. En ella se observa en general una densidad
6ptica mayor en los diferentes sustratos, en especial en la

hoja de mangle, io que indica gque con este sistema se recu-

peran nis células.

Con el fin de comprobar que la diferencia en densidad
Sptica observada en los diferentes medios se debfa a una ma

Yor capacidad de los organismos para utilizar la hoja como



TABILARA

5

CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS (D.0. 540 nm.)

EN DIFERENTES SUBSTRATOS*

CELULOSA
CEPA HOJA DE C.M.C MICROCRIS XILANOS PECTINA
MANGLE TALINA
0.491 0.323 0.365 0.310
0.313 0.296 0.263 0.193
0.191 0.159 0,195 0.099
0.510 0.391 0.3452 0.340

* Los diferentes substratos se utilizaron al 1%, después de 200 horas de in-
cubacibn se ley§ la D.0. contra blanco de agua.




TABLRA 6

———————

CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS (D.O. 540 nm.} EN DIFERENTES SUBSTRATOS *

l
CELULOSA
CEPA HOJA DE C.M.C. MICROCRIS XILANOS PECTINA
MANGLE TALINA
TEHn-A D.704 0.675 0.594 0.420 0.432
TEHR-B 0.691 0.433 C.478 0.382 0.212
TEHn-C 0.599 0.329 0.392 0.211 0.234
TEHn-ABC 0.801 0.693 0.582 0.416 0.394

* Los diferentes substratos se utilizaron al 1%
cubacibn se ley$§ la D.0O. contra un bl
rial y métodos.

, después de 200 horas de in-
anco preparado seqgQin se indica en mate
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sustrato y no a una diferencia en la concentraciédn inicial
de células, se realiz6 un experimento, ajustando la suspen-
sibn de células a 0.2 de densidad Gptica, usando en todos
los matraces el mismo volumen del in6culo en relacién al
volumen del medio,

Las lecturas de densidad 6ptica se hicieron a diferen-
tes tiempos, a fin de comparar ccn mayor precisibén el cre-
cimiento de las tres cepas juntas y separadas y utilizando
camo blanco una muestra de medio sin inocular, pero mante-
nida en agitacibn constante. Los resultados se muestran en
las figuras 1, 2, 3, 4 Y 5. En ellos se cobserva que las
tres cepas crecen en todos los Sustratos probados, pero la
pectina es la que proporciona el menor crecimiento, siguien
do los xflanos, después la celulosa microcristalina y por
Gltimo la carboximetilcelulosa.

Se observa también que ia hoja es el sustrato mejor a-
pProvechado puesto que la concentracifn inicial de cé&lulas
en los diferentes matraces fué la misma, por tanto el mayor
nivel de crecimiento refleja que este material es la fuen-
te de carbono mejor utilizada para el desarrollo de los mi-

¢roorganismos. Tantc en la hcja como en los diferentes sus




- 48 -

traios, siempre la cepa TEHn-A es la que presenta mayor ai-
vel de crecimiento como se observa claramente en la tabla
7., en la que se muestra el porciento de crecimiento a un
tiempo dado para las diferentes cepas, considerando como
100% el m&ximo nivel de crecimiento alcanzado por la cepa
TEEn-A en cada sustrato. La cepa TEHn-C Siempre crece en

promedio, un 45% menos que la TEHn-A, Yy la TEHn-B, un 23.3%
menos que la TEHn-A.

Aunque los tres microorganismos son capaces de crecer
en cada uno de los sustratos por separado, el crecimientc
es menor que el observado en la hoja. Esto puede ser el
resultado de que la hoja dentro de su estructura presenta
como componentes, celulosa, xilanos y pectina lo que la ha-
ce una fuente de carbonc mis heterogénea, y esto podria
permitir que los microorganismos tengan la posibilidad de
utilizar simultineamente no s610 una fuente de carbono, si-
no las tres. Sin embargo, serfa m$s 16gico pensar que para
un organismo cualquiera, le es mfs ffcil utilizar un sustra
to entre m&s simple sea, lo que implicarfa que entonces se

observara un mejor crecimiento en un sustrato de estructu-
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TABLA 7

o
4_
PORCENTAJES RELATIVOS DE CRECIMIENTO EN LOS DIFERENTES SUBSTRATOS UTILIZANDO COMO
100% EL CRECIMIENTO DE LA CEPA TEHn-A, EN CADA SUBSTRATO

l

q -1
CEPA PORCIENTQO DE CRECIMIENTC EN:
PECTINA | XILANGS C.M.C. MICROCRIS HOJA DE
TALINA MANGLE
TEHn-A 150 100 100 100 100
TEHn-B 69 81 39 69 74
TEHn-C Bl 50 51 97 57
[- TEHN-ABC 87 96 82 98 95

En medio "B" después de 160 horas de crecimiento.



ra hcomogénea, como el caso de la pectina, xilanos o celulo-
sa. El que esto no ocurra, pocsiblemente se deba a que al
estar presentes los tres compuestos, actlen las enzimas en

forma sinérgica y por ello haya mayor utilizacién de cada

uno de los componentes, o quizds, a que alguno de los pro-
ductos liberados durante la degradacién de cualquiera de
estos compuestos actfie como estimulador del sistema enzim4-
tico necesario para el aprovechamiento de los otros.

El porque al tener las tres cepas juntas no se obser-
ve un efecto aditivo en el crecimiento, sino que en general
fué menor al de 1la cepa TEHn-A, puede indicar que los orga-
nismos utilizan los mismos Ccompuestos y si alguno de ellos
presentara un sistema enzim&tico m8s eficiente que el de

los otros, le darfa mayor ventaja sobre los otros dos mi-

croorganismos.

Aunque el crecimiento de la cepa TEHn-A siempre fué ma
yor al observado en TERn-B Y TEBn-C, se pens6 que tal vez
al cambiar las condiciones de fermentacién, PH ¥y salinidad,
estos fltimos dos microorganismos, puedieran presentar un

mayor crecimiento en otras condiciones tal vez mis favora-
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bles para su desarrollo. Por lo tanto, el siguiente paso
fu€ el estudiar el efecto de la concentracifn del indculo
€n el crecimiento de las tres cepas, a fin de encontrar a-
quélla con la cual la curva de crecimiento presentara un
mayor crecimiento en el menor tiempo. Se prepararon inScu-
los seg@n se indica °n el capftulo anterior, ajustando la
concentracifén de los mismos a 0.2, 0.4, 0.5 y 0.6 unidades
de densidad Gptica.

Los resultados se muestran en las figuras 6, 7, 8 y 9.
En ellos se observa que los mejores niveles de crecimiento
se obtienen con una concentracifn de inSculc de aproximada-~
mente 0.6 unidades de densidad 6ptica. Sin embargo, la fa-

se lag de la curva, siempre fué muy prolongada (60 - 80 ho-

Cabe mencionar que se estuvo utilizando hasta aqui el
agar papa - dextrosa, por la posibilidad de aislar princi-
palmente hongos, ya que segfin Pell, et al (1975), son los
colonizadores mfs abundantes de la hoja durante su degrada-
cifn, sin embargo una posibilidad de la prolongada fase

lag podrfa deberse a que el medio de propagacifn para prepa
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rar la suspensién del in&culo (agar papa - dextrosa), no fue
ra el m3s apropiado debido a su composicifn y pH. Por esta
razbn, se procedif a probar el medio ®" U ", como medio de
propagacién, mis adecuado para el desarrcllo bacteriano de-
bido a su composicién, la que se indica en el capftulo ante-
rior.

Se corrift un experimento con in8culo preparado a partir
de c€lulas crecidas en el medio * U ", cuyos resultados se
Ruestran en la figura 10. En ella se observa una reduccién
de la fase lag de la curva de crecimiento de aproximadamen-
te 40 horas, 1o gque indica gque al propagar las cepas en un
medio mds adecuado, &stas crecen »ds rdpido en el medio 1f-
quido de fermentacifn. También se observa que el nivel de
crecimiento de la cepa TEHn-A sigue siendo mayor que el de
las cepas TEHn-B Y TEHn-C, y que el crecimiento que alcan-
Zan es simllar al que se observa en los otros experimentos,
Por 1o que se decidi6 utilizar el medio " U ", para propa-

gar las cepas en los siguientes experimentos.

Para determinar las condiciones 6ptimas de degradacifn

de la hoja, se procedif a Probar la influencia de la salini-
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dad, por ser &sta un factor determinante en la distribucidn
de los organismos en ambientes acufticos, y porque dentro
de la laguna es el parimetro que m&s varfa, presentando va-
lores m8s bajos a medida que se acerca a la 1fnea de costa
debido a la influencia de los rfos que descargan sus aguas
en ella. Para ello, se corrif un experimento en el gue se
utiliz6 medio " N " preparado con agua de mar diluida hasta
tener una salinidad de 7°/,,,17°/,4, 27°/,, ¥ 35°/,,- LoOS
resultados de crecimiento de las cepas TEHn-A, TEHn-B y
TEHn-C, se pueden ver en las figuras 11, 12 y 13 respectiva
mente. En ellas se observa que la salinidad a la que la ho

Ja es mejor aprovechada es de 27°/,,, salinidad que refleja

un ambiente salobre.

El siguiente paso fu€ el de determinar a esta salinidad
el pH Optimo para el crecimiento, utilizando 21 medio " N ",
al que se le aiust6 el pi a 5.0, 6.8, 7.8 y 9.0, después de
esterilizar. La influencia del pH en la actividad metab&li-~
ca es importante, pues influye en la actividad de las enzi-
mas. Dentro de la laguna, puede ser un factor importante en

la distribucibn de organismos prircipalmente en el sedimentc,
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en el cual puede alcanzar valores muy ba3os, como resultado
de la actividad microbiana, sin embarge, en la columna de a
gua, su valor permanece précticamente constante. Los resul
tados del crecimiento de las tres cepas se muestran en las

figuras 14, 15 y 16, en las cuales se observa que el pH mis

efectivo es el de 7.8.

El hecho de que se observe mejor crecimiento a una sa-
linidad entre 27°/,, y 17*/.., Se explica porque las cepas
fueron aisladas de un Srea en donde, debido al flujo neto
de las aguas de este a oceste originado por el avance de la
narea en el mismo sentido y los vientos predominantes del
este, éstas se combinan con las aguas dulces de los rfos
vertidas principalmente en el area sur y oeste. Esto, en-
tonces, provoca que los valores de salinidad en esta frea,
sean relativamente mis bajos comparados con los que se tie-
ne en la zona del noreste en la cual hay una marcada influen
cia marina.

Bs 16gico pensar que en una salinidad menor de 7°/,,
no haya crecimientc, por el hecho de que estos microorganis-

mos por ser de origen marino, no sf8iamente tienen la capaci-
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dad de funcionar y crecer en este habitat, sino que muchos
muestran una adaptacifn obligada a la salinidad, puesto que
las sales principalmente el cloruro de sodio, no soclamente
intervienen como reguladores de la presifn osmStica, sino
que posiblemente desempefian un papel esencial en el funcio-
namiento de la membrana en el transporte de sustancias ha-
cia el interior de la célula (Drapean y MaclLeod, 1963) y en

reacciones de oxidacifn de ciertos sustratos (Colwel y Mo-

rita, 1974).

El pH en el que hubo mayor crecimientc fu€ el de 7.8,
valor muy similar al valor promedio determinado para la co-

lumna de agua en la laguna, que es de 8.2 (Vazquez, 1978).

Puesto que la cepa TEEn-C, presenta un crecimiento me~
nor que el de las cepas TEHn-A y TEHn-B, se decidif por el
momento proseguir el estudio utilizando finicamente estas

dos fltimas cepas.

Con el fin de camprobar si un organismo aislado de a-

gua dulce es capaz de llevar a cabo la degradacifn de la ho
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ja en las miswmas condiciones que un organismo de origen ma-
rino, se procedif a realizar un estudio comparativo entre
el crecimiento de las cepas aisladas de la laguna (TEHn-A y
TEHn-B) y la cepa 1025, aislada en el laboratorio de Bio-
tecnologfa del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la U.N.A.M.

Se utilizaron para ello los medios "N" Y "S", cuya com
posicién ya fu€ mencionada en el capftulo anterior, prepara
dos con agua de salinidad de 17°/,,. Los resultados se mues
tran en la figura 17., en la que se observa que la cepa 1025
presenta un comportamiento similar frente a la hoja de man-
gle al que presentan las cepas aisladas de la laguna y que
el nivel de crecimiento que ella alcanza utilizando la hoja
como fuente de carbono, es semejante al que se cbserva cuan-

do utiliza glucosa como sustrato, figura 18.

En base a esto podemos decir que en el sistema lagunar
cerca de la zona donde los rfos vierten sus aguas, pueden
existir microorganismos dulceacufcolas, los cuales pueden
degradar la materia org8nica que se acumula en la laguna,

por lo que pueden ser importantes en la conservacifn de la
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productividad primaria del sistema lagunar. Sin embargo,

hay gue hacer notar que este microorganismo fu& aislado en

un medio que contenfa 0.6% de cloruro de sodio, por lo que

no podemos aseqgurar que organismos dulceacufcolas sobrevi-

van al
portar
clarse
no ser

rfa su

entrar al sistema lagunar., pues deben de poder so-
el fuerte cambio de fuerza ifnica que ocurre al mez-
el agua dulce del rfo con el agua de la laguna, y de

asi, podrfar sufrir un choque osmftico, que provoca-

muerte.

Por Gltimo con €l fin de comprobar el crecimiento por

el enriquecimiento proteico de las partfculas degradadas,

se llevl a cabo un experimento en las condiciones que se

determinaron Sptimas para que los microorganismos lleven a

cabo el aprovechamiento de la hoija.

Los resultados se muestran en las figuras 19 y 20. En

ellos se observa que el aumento en la densidad Sptica se co

rrelaciona con un incremento en el contenido de protefna

cruda en la hoja durante la fermentacibn, lo gue refleja la

formacifn de biomasa microbiana durante la degradacifén de

esta materia orginica, y consecuentemente un aumento en su

‘
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valor nutritivo.

Segfn datos reportados por Cundell, et al (1979), cuan
do realizaron experimentos in situ, incubando la hoja en la
columna de agua, el incremento de nitrSgeno proteico alcan-
za aproximadamente un 2.6%, valor un tanto mds bajo que el
determinado por nosotros que es en promedio de 3.5%. Pro-
bablemente esto se deba a . e en la columna de agqua, el nG-
mero de microorganismos sea menor; sin embargo, serfa miés
16gico que in situ, el incremento fuera mayor, por la suce-
sibn que ocurre durante la colonizacifn de la particula,
lo que abre la posibilidad de que los microorganismos incu-
bados en el laboratorio, utilicen primero las fuentes de ni
trSgeno presentes en el medio, (sulfato de amonio y urea) y

posteriormente las de la hoja, lo que hace que su desarrollo

sea mayor.
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El que se hayan aislado un mayor nmero de microorga-
nismos celulolfticos de las estaciones 3, 4 Yy 6, se expli-
ca por el hecho de que en el &rea que &stas comprenden, exis
te un gran aporte de material orgénico (disuelto Y particu-
lado) aportado por los rfos que vierten sus aguas en esta zo
na de la laguna, o bien por la gran cantidad de hojas de man
glar que continuamente caen al sistema. E1 que el n6mero
de microorganismos celulolfticos aislados de las estaciones

8, 9 y 10 haya sido menor, es quizis porgue en este sector

de la laguna se depositan principalmente sedimentos arenosos,
’ lo que marca una franca influencia marina. Ea la estacifn

3, zona sametida a grandes cambios debido a la hidrodinSmi-
’ ca, la hacen una zona no muy favorable para el desarrollo
| microbiano; por 6ltimo, en la estacibn 7, aunque se aisla-
i ron un mayor nmero de microorganismos que en las 4 fltimas
estaciones mencionadas, se observ6 un menor ntmero que en
las estaciones 3, 4 y 6, tal vez debidc a que el material
orgénico que en ella cae, es transportado hacia la regién
sureste debido al patrén natural de circulacién, provocan-

do gue la poblacibn microbiana en esta zona sea menor.
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Este material estd disponible para ser utilizado por
los microorganismos heterStrofos que habitan el ecosistema,
constituyendo una fuente primaria de energfa. Puesto que
la gran mayorfa de la materia org&nica depositada en el fon
do es de origen vegetal, cuyos principales componentes son
la celulosa y lignina, los microorganismos que la utilicen,
deben tener la capacidad de hacerlo con cualquiera de estos
materiales, y como se considera de menos diffcil degrada-
¢cibn la celuleosa, es factible pensar que haya una mayor pro-
porcibn de microorganismos celulolfticos; sin embargo, para
poder asegurar esto deberfa hacerse una cuantificaci6én de
cada unc de los componentes de la hoja antes y después del
desarrollo microbiano, para ver asf, cudl es la cinética

de degradacifn de esta materia org&nica.

Por otro lado, aunque sabemos gque los microorganismos
aislados son capaces de crecer utilizando como finica fuente
de carbono a la hoja de mangle, la eficiencia de consumo
observada puede no ser igual a la que se tiene en condicio-
nes naturales, pues el simular un ambiente artificial en el

laboratorio, provoca gue la capacidad de los microorganismos
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no sea la misma, debido a que en condiciones naturales exis-
ten par&metros ffsicos, qufmicos y/o biocl6gicos, diffciles
de determinar y de igualar in vitro; tales como 1la presen-
cia de otros organismos o de Sustancias en solucién que fun
cionen como cofactores de Crecimiento o como nutrientes, o

bien, condiciocnes especificas de &xido reduccién, que pue-

dan influir en la actividagd Mmicrobiana.

Aunque se comprob8 gue la actividad bacteriana sobre
de las partfculas de hoja da como resultado una partfcula
Con mayor contenido proteico que la que le 4is origen, es
Posible que en condiciones naturales el incremento sea ma-
YOr, porque la degradaci6n 5ea continuada por otros micro-
organismos o bien por las diferentes condiciones bajo las
cuales se lleva a cabo 1la degradacisn del material. Al
Iespecto, Candwell, et al {1979) Proponen, que la cantidad
Y calidad de organismos colonizadores de 1la partfcula or-
génica, estin en funcibn de 1la profundidad a la cual se

lleva a cabo la degradaci6fn dentro de la columna de agua.

Asf, se puede pensar que las bacterjas heterétrofas son




un importante factor ecclégice, rueste

T Laln o1ointervenir

en la distribucifn de plantas v animale- Avntro del ecosis-

tema, por ser fuente de alimento para un-

cionar como regeneradcoras de nutrientes

L B}

~ v rara ~tros fun




COMCLUSIONES

Se aislaron tres microorganismos con capacidad celulo-
lftica de la interfase sedimento - agua, en el sector

suroeste de la Laguna de T&rminos.

Los tres microorganismos comparten caracterfisticas con

el géneroc Cellulomonas sp.

Aunque las tres cepas son capaces de crecer en medios
con diferentes fuentes de carbono (pectina, xilanos, ce
lulosa microcristalina y carboximetilcelulosa), presen-

tan mayor crecimiento cuando utilizan la hoja de mangle.

Las condiciones Optimas para el crecimiento en hoja de
mangle son: temperatura de 37°C, salinidad de 17°/,,

Yy pH 7.8.

Su crecimiento scbre este material provoca un incremen-
to en el contenido de crotefna v consecuentemente en el

valor nutritivo de la partfcula.
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