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RESUMEN. 

LAS COMUNIDADES MICROBIANAS 
0

ESTRATIFICADAS DE BAJA CALIFOR
NIA, MEXICD1 UN MODELO HIPOTETICD PARA LOS MICRDECOBIBTEHAB 
MODERNOS Y DEL PRE-FANEROZOICO. . 

La cuenca hip•r•allna de la Laguna FiQU•rDa, •ltio 
"Charco del Norte", Baja Cal lfornia Norto, MtHico, pr•aantO 
periodo& largos de inundación durante lea aWo• d• 1979 y 
1980. En esas condicione& la actividad fctc•lnt•tlca y con••
cuentemente el creciml•nto del tapate mlcrcblano ••tuvo li
mitado. Lo• estudio• de microscopia do mueatras obtenidas en 
1982 y 1984 apoyan la idea do una •uc••ión ••cundaria d• la 
comunidad microbiana. La aparición de nove d•l productor pri
mario original y principal, la ctanobact•rla MtsrgsplPU•• que 
presenta vario• trtccmas envu&ltc• por una vaina comün eat6 
restringida al pantano ••lino. El cr•clml•ntc y d911radación 
de lea tapete• microbiana• ea de utilidad •n la ld•ntlflca
ción • lntarpr•taclón de lo• mlcrofO.llH d•l 
pre-Fanerozoico. Tambt•n fueron aisladas cuatro cepa• del Q6-
nero Bactllu1, capacea d• oxidar manganeao d• loe •ltloa 
"Charco del Norte" y 11 Pent11pu•", Baja California Nort•. La• 
cepas CHN-36-BO-L, CHN-36-BO~S y P2-V-B3-2, •• compararan can 
el mlcrcfósil Ecastrlgn d• la Fcrinaclón d• Hl•rra Bunfllnt 
con una edad de 2, ooo mi 11 on•• de a~o• qu• •• encu•ntt"a •n •l 
escudo cent i nental de Canadi y Wacr·1wgQn•l la ad1& d•l 6up•r 
Grupo Pilbara en Austr•lia a la qua •• l• calcula una anti• 
guedad de 3,~oo mlllcn•• da affc•. La marfolagla •lnaular d• 
la• cepa• antes citada• y •u capacidad para pr•clpltar manga
neso, incluye a la c•p• P2-V-B3-3, •en alQuno• d• loa ••p•c
tos que pcslbl•m•nt• participan en la pr•••rvabllidad d• la• 
c•lulas procariontes como micrafó•t l••· 

Par cromatografia d• ;as••, •• hlzó •1 •n•ayo de reduc
ción de acetileno en •tileno con mue•tr•• de tap•t•• Micro
biana• d• Gu•rrero N•ara BaJa California Sur, HtMlcc. Lo• r•
•ultada• mostraron qu• aunqu• ••l•t• una ta•a d• fiJaclOn d• 
nitróg•no d• 1.22 a 23,30 QN/Ha/aRa, ••ta •• paca canflabl• 
debido a la alta dlv•r•ldad microbiana y pr•val•ncla d• ml
croambi•nte• ana•rcbla•. La adición d• 100 nanamol•• de •Ul
fatc de amonio no Inhibió la actividad d• nltrog11na•a poal
bl•mente porqu• no tcdo• loa fl Jador•• d• nl'tróg•no mol•cular 
presentan los mismo• sistemas de retroattmentacton en presen
cia amoniaco. 
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ABBTRACT 

BTRATIFIED MICRODIAL COMMUNITIEB FROM BAJA CALIFORNIA1 
HYPOTHETIC MODEL FOR THE MODERN ANO THE PRE-PHANEROZDIC 

MICRDECDSYBTEMB. 

In the hypersaline basin of Laguna Figueroa, 11 North 
Pondº site, Baja California Norte, M•Ktco1 long la11tin; fla
ods occured In 1979 and 1980. Under theae condltlona th• pho
toaynthetlc actlvlty and ccnsequ•ntly th• growth of th• ml
croblal mat were llmlted •. Phaae contraat and 6EM mlcrcsccpy 
of eampl•• from 1982 and 1984 suggeat a ••ccndary aucc••U1cn 
of the microbial communiti••· Reappaar•anc• cf th• crioinal 
and main primary productor, a cyanobacteria wtth ••v•ral trl
chomes and •urrounded by a common Bheath <Microcoleua> 1• re
cognlzed. The growth and dagradation of th• mtcrobial m•t• 
can be uned for the identification and intarpretation of tho 
pre-Phanerozoic mtcrofosstls. In adition, four str1.tn11 of 
manganeso-oxtdizing bacteria <.!!.s.!!!.!!.!> wer• tsolated fram 
"North Pond 11 and "Pantapus" eites, in Baja C•llfornta Norte, 
The stralns CHN-36-80-L, CHN-36-80-G and P2-V-83-2, ar• 
campared wlth the mtcrofossil Eoa~trton Bunfllnt Iron Farma
tion, Canada <2,000 Ma old> and Warrn~1oonella r"dta fram Pll
bara Supergroup, Austral la 13,!IOO Ma cid!. Th• dlatlnctlve 
colonial morphology af these strains and th•tr capactty to 
preclpltata manganesa Clncludlng P2-V-B3-3l mlght ••plaln m•
chanisms ,far the preservabillty of the prccaryotlc celts. Th• 
acetylene reductton assay was made by oa• chromatography wlth 
samples of mtcrobtal mats frcm Guerrero Negro, BaJa Califor
nia Sur, Me•lco. The rate9 of the nltrog•n flHatton t.22 to 
23.30 g N/Ha/year, hcwever, they are questlonabl•, becau•• 
the hlgh mlcrcblal dlverslty and tha pravalenc• cf anaarcblc 
microenvironments. The addition 100 nmols ammont.um aulphate 
dld nct lnhlbite the nltrogennso actlvlty, lt l• pcaslbl• bo
cause the ammonium feedbacl( system,; from the nitrogon fixing 
organisms are differents. 



Capitulo 1. INTRODUCCION GENERAL V DBJETIVOB DE LA TESIS. 

Los fósiles del pre-Fanerozolco abarcan edad•• qu• van 

de 3 0 800 a ~70 millones du affo• antes del prasente ,y pueden 

agruparse en treo catagortas ampl lana 

1> estromatolltos, 2) megafOsiles de algas y 3> mlcrofóallH. 

Los eetromatolitos son lo• fósil•• m•1 sobreaallant•• 

encontrados por los geolOgos de campo qua trabajan en t•rr•

nos pra-Fanerozoicoa, é•toe y los microfO•il•• ••han encon

trados en rocas de 3, 500 mi 11 enes de aR'cJs <Knol 1 y Barghoorn, 

1977, Awramlk, 19821 Awramlk y col. 1983, 8chopf, 1983>. 

Los estromatolitoa son rocas laminadas cuyo oriQIM aata 

claramente relacionado con la actividad de comunid&d•• micro 

bianas, la5 cuate• por su morfología, fiaiolcgia y arr•glc en 

el espacio y tiempo, inter•ctuan con el ambiente fl•lcoquiml 

ce para producir un patron de laminación qu• ea r•t•nido en 

la e•tructura final de la roe& CKrumbeln, 1983). 

Otros fdsile• aon de al;•• macroncopic1a que 1lc1nz1n 

dimensiones da varios mllimetroa de diAmatro y •• han recono

cido en rocas tan antiguas como de 1,300 mtllon•• d• aWoa, 

las que se consideran evidoncias inagablas de la pr•1enc~1 

cólulas eucartontes. Sin embargo, 1•• macroalga• fóatl•• sen 

raras en el registro del pre-Fanerozoico C6chopf 1 19771 Awr4m 

lk, 1992). 

Les microfOsile• pueden o no localizarse ••ociado• a la• 

laminaciones de estrematolitos, ambos ttpoe comunm•nta •• 
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preservan come micrcestructur•• qua ccrr••pcnden a parad•• 

oro•nicas de tamaRc, forma y aroanizaciOn variable <Awramik, 

1982). 

Las micrcbiota• no estromatolitica• incluyan microfOai

lea bentónlcoa y planctónlco•· Estos ~ltlmo• han •ldo llama

dos 11 acritarcaa11 y por definicion •en pared•• oro•nic•• ••f•
rlcaa de po•lclón taMonomlca lnclarta <Awramlk, 1982). 

En lo oeneral lo• micrcfOail•• del pre-Fan•rczoicc •• 

preservan an matric•• mineral•• da Oxido• d• •ilicic come •l 

padernal y la• lutlta• <Knoll y Barvhoorn, 19771. 

En la actualidad axiaten zona• r•atrinQida• d• l&QD•, 

aQn loa permanentemente cubierta• por hiele d•l AntArttco, 

pantanos, manantial•• calienta• y frica, planicies de m•r••• 

bahi•• hlperaallna• y ~ando• oca•nlco• lnhó•plto• al da•arro-

1 lo de plantas y animales, que pued•n estar ccupadca por co

munidad•• o tapete• microbiano• exuberantes conformado• prin

clpalmant• por c6lulaa procarionte• <Naltar, 197bl Awramlk y 

col. 1978>. B•Q~n Krumbaln <1983>, ••to• •l•tema• mlcroblanoa 

laminados deben llamar•• "••tromatolitoe potanci•1••11
• Loa 

si•temaa laminado• no conaolidadoa, relacionado• claramente 

con la actividad de comunidades microbiana• y frecuentemente 

11 amadoa "eatromatol i toa recientes" o 11eatramatcl i tea vi vas" 

lo• definen co110 11aatromatolitoa potencial••"· 

EMl•t•n t•cnlc•• disponible• para estudiar en el ca111Po 

•l crecimiento y función de lo• e•tromatolito• pot•ncial••• 

~o• dato• obtenido• •on e••nclale• para la lnterpr•taclón del 
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madio ambient., da la m1orfologla y di11tr1bucilln de loa mia

mos, Se tiene la e•peranza d• qu• e•t• tipo de trabajo• con

duzcan a lnvestigac1one• ecológicas •obre lo• natromátalltaa, 

ya que tales estudio& proporcionarAn información indlapenaa

bl• para la intarprntacilln d•l material fllail tllrock, 197t.1 

Stolz,1983¡ t<rurnbeln, l9B:Sl. 

La• comunidade• microbiana• eatratif icadaa en aedlmentoa 

laminados de la Laguna Figueraa de BaJa California Norte, han 

sido objeto da vario• eatudioa. En eata• 1nveat1g1ciana1 •• 

han comp•rado ••to• sedimento• laminado• moderno• con aqu•

llc• preHrvadoa en al reoilltrc fósil del pre-Fan•ro1olco. 

El grupo de Hcrodyakl aatud111 la zona de la Laouná Fi

guaroa a principio de la dtcada da 1970, y dio a conocar d1-

veraaa comunidadaa r•presant•das por los tapet•a mamilar•a d• 

Enthophyaalia, formado• par ctlula• cocaldalea envuelta• en 

una vaina vl•cosa, 1•• barlitaa d• ~ eorr••pondt•nt•• a 

oroaniamo• fatotrOfico• oMlgtnlco• d• aapecto fll•mentaao y 

finalment• laa cc111unld•d•• microbiana• eatrat!UcadH o tape

t•1 mi~robtanoa lamtn•dos de Microcolaus, qu& fuaron inter

pretada• entonces cama auKiliaraa en la camprenalón d• dapo

altaa del pre-Fanarozolco que contienen mlcrcf6alle• pr•••r

vadoa. Horodyski •atableclO la estructura da la• comunidad•• 

así como loa patrones d• deg~•dación y los praceaoa de ••di

m&ntaclón que tomaron parte en au fcrmacllln y •atudió con In

ter•• prlnclp•I a l•a clancbacterlaa tHorodyskl y Van Dar H•

ar 197a1 Harodyaki, 19771 Horodyakl y col. 1977), 



Desde 1979 el grupo de Margulis se propuso, entre otros 

estudios, car,1cterizar nuovos ccmpononteia microbianos t:h~ ta. 

comunidad estratificada, en particular las bactorta~ heterA

trofas, fototrófas anowtgénicas, sulfato reductoran·y otran 

<Margulis y col. 1990). Sin embargo, los trabajen microbicló

gicc~s sobre estos organosedimentos lamlnndos demuo•tran que 

todavía falta estudiar muchos aspectos de la diver&idad mi

crobiana <Margulls y col. l9BOl. 

El conocimiento de. los miembroa mtcrcbi ano• quo habitan 

y construyen el estromatoltto potencial sa ha incrementado, 

la identificación incluye1 un vibrto marino productor d• un 

pigmento.rojo, la prodigiosina, del género Dennckea <Blov•n

noni y Marguli$, 1q011, una nueva cepa de ancillus mcgatertum 

altamente tolerante a la sal y Arthrobacter <Gooq-Collin•, 

1986), una cepa eurlhA11na de llacl!lu• l!chrniformll (Ló

pez-Cortés, 1982> varios productores primarios procartontaGI 

Thtocapsa e..:f.!!nnigii, Chrcmattum sp., Chloro.f:leMu" •P· <Stotz. 

19B3J Margulls y Stolz 1904), y varios ciliados marinen qua 

comprenden a1 Euplotes, Cyclidium. Paranohprya <Marouli• y 

col. 1983) y un amiboflagelado PnratP.tramitun Jugoeum <Read y 

col. 19B:Sl. 

En Guerrero Negro, Baja California Sur, M4><ico1 ee •n·

cuentran los estanques de trabajo para la cxtraccidn de hali

ta. Estos ostanques presentan comunidades microbianas estra

tificadas exuberantes, semejante& a las de la Laouna Ftouoroa. 



<Awramlk y col, 1'1791 Javor, 1'17'1!. El Charco 11 5 prHent6 11n 

abril de 1'195 una salinidad de 9.67. y &U contenido microbiano 

estaba representadp por O!Clllatorta ltmnottca, Q..' ~' 

Mtcrocoleus, Chloroflewus, Begglatoa y Thloploca a una tampo

ratura de 21 c. El Charco 1 a en el ml•mo aKo tonta una •nll

nidad de 13.BY. y ademAe la organización y contenido mlcrcbla

no tambi •n fue dl•tlnto, presentó dtatom•aa como .li!!!sb.ll,, 

Amphora, ~y prpcariontes como Chloroflettua1 ~ 

l!!!!_ y Basal atoa, a una temperatura de 22 C ( D 'Am•l lo y col. 

1'195). 

El programa "Planetary Blology Intern" patrocinado y ad

ministrado por al Marine Blologlcal Laboratory de Waad• ttol• 

ttA de loa E.U.A. brindó al autor la oportunidad de trabajar 

con las comunidades mtcrcblanaa estratlf lcadas de Guerrero 

Negro Baja California Sur, tl6xlca. El trabaja ewparlmantal 

sobra ••tas muestras se realizó en el NABA Ame• R••••rch Cen

ter ttaffett Fleld CA, bajo la superv1•16n del Dr. Racca Man

clnel l l. El capitulo 4 de esta te•l• presenta le• r••ultado• 

relacion•dos con la fijación de nitrógeno mol•cular aaociada 

a las comunidades microbianas ••tratif lcadas de Buerr•ro Ne

gro, con base en la prueba de reducción de acetil•no en eti

leno evaluada por cromatografia de gaae• y un detector d• lo

nlzacton de flama. 

En e•ta investigación se obtuvieron datos que permitlrAn 

cuestionar la siguiente hipOtesiBI 



L•• comunidades mlcrcbl~nas e•tratlflcadaa en ••dlm•nta• 

laminada• de 9aJa California, H••lcc, qulza praparclanan un 

modelo qu• representa a cierto• a•p•cta• de la paleaecalogla 

del pr•-F•n•rozoico1 •stc, apoyado por 1• anaarobtaal• pr•va

leciente, la e•casez de plantas y animal•• y la pr•••nct• d8 
poblaclon•• mas·Lvaa de mlcrocrgani•moa fototróftca• qu• d•po

aitan sediment~• laminado& rico& en carbono, 

Loa objetivos de eata ta•t• sana 

1. Enumerar cambio& ocurrido• en ta comunidad mtcrobt&na ••

tret:tflcada de la localidad "Charco del Nart•" d•bldos a 

2. ldentlflcacldn morfaldglca, bloqulmlca y flaloldglca de 

cuatro cepas bacteriana• capacea de OKldar mangan••o dival•n

ta, proventante9 de "Charco del Norte" y "Pent.apua11 , BaJa Ca

lifornia Norte, tt••lco, 

~. D••cripclOn de la morfologla celular de la• cepa• bacte

riana• que OKidan manoane•o divalenta, cuando •• d•aarrollan 

en ••dio "I<" liquido y •dlido v medio de acehto de manganeao 

o.002r., •d•m•• de ev•lu•r •U capacidad de DKldar man;ane•a 

di val ente. 

4. Determinar la tasa de flJacldn d• nitrógeno molecular aaa

ciada can l•s comunidades mlcrobianas ••tratiflcada• d• Ou•-

rrero Negro Baja California Sur, por el m•todo de reducción 

de acetileno en etil•no. 
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Capitulo 2. PROCARIONTES EN ESTROMATOLITOS POTENCIALES1 UN 

MODELO DE SUCESION MICROBIANA, 

2, l RESUMEN, 

Loa estromatolitos potenciales de la cuenca hlperaalina 

de la Laguna Figueroa, local ldad ºCharco del Norte" han su

frido cambio• dramáticos debido a los periodo• prolongados de 

inundación en tos aKos de 1979 y 1980. E•ta inundación colocó 

por encima del tapete de 11Mlcrocoleus 11
, 1.0 cm d• ••dim•nta 

slllco clA&tlco, el cual limitó la actividad fotoalnt6tlca y 

por lo tanto, el deposito de sedimento• laminados. La totali

dad del proceso de crecimiento y d•acompo•lcl6n d•l tap•t• 

laminadp, puede ser de gran utilidad en la lnt•rpretaclón pa

leontológica· da lltologias del pra-Fanarozolco y r•qulare d• 

·m&B a.tudlo!O <Awramlk, 1'1821 Awramlk y col,, 1'1761 1'1831 

Brock,. 1'17b1 Francia y col., 1'1781 l<noll y Barr¡¡hoorn, 1'1771 

Schopf, 1'1771 1'183), 

En este c•pitulo sa deGcrlben las t6cnlcaa usadas para 

la obtención da dato& que permitan poatular. un procHo Mpo

tttlco de sucesión microbiana secundarla, an la que •• reco

noce la reaparición de una ctanobact•ri• del gtnera Hlcraco

leus, el productor primario original y principal da aataa co

munidades microbianas estratlf lcada• haeta el verane da 1979. 

Se preeentan los resultados de la& eatudio• de mtcroscap&a 

fótonica y electrontca de barrido da 1•• comunidad•• ~tcro

bianas estratificadas de la localidad "Charco del Norte" .ob-
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tenidas en el verano de 1984 1 loa que permlton suponer un 

proceso ecolOgico de rageneraCidn de las capa• v•rdo y roJa. 

La nueva capa verde de l.O mm de e•p•sor mueGtra la pr•

•encia de HicrocoleuB 1 Osclllatorla, Phormldlum, Bpirultna y 

Lyngbya. Las bacteria& fototrOflcas anoKIQ•nlcas caractwrlzan 

la cepa roja de 1.0 mm de eapesor, localizada por d•b•Jo d• 

la nueva capa verde. 



2,2 INTRODUCCION. 

Las comunidades microbianas e~tratific~dao acr. ecosi&~e

mas compleJos que contienen una gran diversidad de eapaciaa 

bacterianas. El estudio de sus componentes microbianon ho si

do limitado a especies que son facllmento ldentlflcablee on 

el campo y que pueden fier aiuladas y cultivaden. Lau ciano

bacterlan, bacterias p~rpuraa y en menor Qrado 1•• bactaria• 

verdea fotosintétlcaa pueden ser identificadas a partir d• 

muestras de campo, por su tamaño, morfolo~ta y pigmentacton 

<Brock, 19761 Golublc, 1976; Truper y Kramer, 1981), El awa

men da las muestras de campo por mtcroscopta fotonlca tl•n• 

sus limitaciones. Para el catudio detallado de las formas ti

plcas, el aislamiento y cultive permiten la caract•rtzación 

y la identificación de los componentes microbianos d• len as

tromatolito• potenciales, no sólo para identificarlo• aino 

con propóattos de entender las condiciones medio ambiental•• 

y palecntal6glcas <Dalublc, 1?761 Rlppka y col., 19791 Bta

nier y col., 1980). Sin embargo, los miembroa de la comuni

dad, factibles de ser cultivados y at•l•dos, pueden no aer 

especies predominantes en el campo cstolz, 1994>. Aunque las 

caracteriaticas fisiológicas y morfológtcaB ~on l• b••• para 

la clasificación de los procariontes en diez v uei• phyla 

CMargulis y Schwart2, 1982>, esos phyla tambt•n puedan ser 

identificados por su morfologia ultraestructural, 
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2.:S HISTORIA DE CAMPO. 

La Laguna Figueroa se encuentra al norte do la Ooh{M do 

San Dulntin, astado de BaJa California Nartn, Móxlca, yace en 

una cuenca inundable e hipersalina. La localidad de estudio 

11 Charco del Norte" ha estado sujeta a procesos p•riódicoa de 

inundación-desecación <véase Figuras 2.1 A, B, y C>. La Lagu

na Flguaraa mide aproximadamente 16 km de longitud y km de 

ancho, se encuentra a lo largo da una barra d• duna• aaccla

daa a las playas del ac•ano Pacifica. La extan•lón de la pla

nicie de evaporttas varia notablement& da acu•rdo ccn laa 

condiciones temporal•• de la e&tactón d•l aRo. Laa lluvia• 

abundante& del Invierno de 1979 y 1980 convirtl•ron la plani

cie en una laguna de agua dulce. La localidad p•rmanectó 

inundada durante todo el ako d• 1980, h••t• •l v•r•no de 

1981, cuando se deaecd nuevamente. El niv•l d• 1• inundación 

alcanzó tres metroa de profundidad en marzo de 1980 <vé••• 

Figuras 2.2 A, B, y C> y produjo cambio• ••t~uctural•• Impor

tantes 1>n 1 a compool el ón · mi crobl •n• del ntromatall ta pat•n

cl al, que Ho~odyskl y colaborador•• <197SJ 19771 d•mcrlbl•ran 

erroneamente como el tapete "alQ•l" laminado de Micr-ocoleua. 

En 1981, las bact1>rlas fototróflca• anoxtgénlcaa dQ las 

gfneros Thtocapsa y Chromattum sustituyeron • la ctanobacto

rta del género Mtcrpcoleup, y se convirtieron en los produc

tores primarios princtpalea de la comunidad microbiana e1tra

tlflcada. Los tapetes laminado~ t!plcos domlnadon pe~ !:!!E..o2.-
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Figura 2.1 A. M•P• da Baja California, Mtxlco, El detalle 
muestra la ubicación de la localidad de es~udio, •ituada al 
norte de la Bahia de San Quintin. 



Figura 2.1 e. Imagen obtenida por el Sky-Lab, se aprscia la 
localidad de estudio desecada, cortesia de L. Margulis, 

Figura 2.1 C. Imagen obtenida por avl0n 1 •a reconoce •1 mismo 
sitio inundado, cortesia de L. Mnrgulis, 



Figura 2.2 A. Poltgonos da desecación de Hicrocoleus como se 
observaron da&de i96:5 hasta el verano de i979, localidad 
11 Charco del Norte", corteaia de R. Horodyski, escala con in
tervalos de 5.0 cm. 

,;.,q¡r~~! 
~~ .,.~ ,,_ 

. ~1fia~·~ 
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~ .. 

Figura 2.2 c. En el verano de 

Figura 2.2 B. La misma locali
dad en mayo de 19791 el aJ tic 
se encontró inundado por un me 
tro de agua dulce durante todo 
el a!'~.sfy;t _ _l.9~.:.~~-.. --------· 
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~ previos a la inundación d• 1q79 •• compararon con 

muestras obtenidas en 1982 y 1984 y •• notaron cambio• a ni

vel de la c:cmpoelc:lón mlc:rcblana IStolz, 19831 Stclz y Margu

llB 1984 y Lóp•z-C:crUs y col, 1984>, 

2. 4 MATERIALES Y 11ETODOS. 

C:OLEC:TA DE LAS 11UE8TRA6. 

Las muestras d• 1•• comunidades microbiana• ••tratif1ca

da• para ••t• ••tudio •• colectaron an le• v•r•noa de 1982 

1984 en la localidad "Charco del Nort•''• De la• mu••tra• d• 

1992 se elaboraron preparaciones 1n fr••co para ••r cba•rva

daB con la ayuda d• un mlcrc1coplo NIKON H. C:cn un nuc:l•ador 

sa obtuvieron las muestras que •• colocaron •n cajas d• P•tr1 

eattrilee, para m•s tarde llevar a cabo ob••rvacione• con un 

microscopio de contraat• de f1••• NlKON Labophot. 

MICROSCOPIA ELECTRONIC:A DE BARRIDO, 

Para la microscopia electrónica da barrido las mueatra• 

se fijaron con glutaraldahido al 2.~ 

ci6n concentrada al 70 Y. <R••••rch 

Y. a partir de una •olu

lnduetrl•• LADD, cat 1 

20100, lot 11 3B9>, di luido con una •ol uc:Un Hortlguedora d• 

citrato de sodio 0,2 11 y a9ua filtrada d• la localidad, ••t• 

proc••o dm fijación fue Ideado por el Dr. Ch••• del Vet•ran• 

Admlnlstratlon Hospital Laboratory of B•pulveda, California y 

el fijador fue proporcionado por el Dr. Btclz durante la •M

pediciOn de 1984. Por razone• da dl•t•ncla, la• mu••tras •• 

fijaron durante un periodo de cuatro di•• a 4 C , m•• tarde 
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las muestras se deshidrataroo progresivamente en una ••ri• de 

dUuclones de alcohol en agua destilada Cl50 1 60 1 70 1 801 '10 

Y.>, durante una hora cada paao y en al'cohol •tilico abaoluto 

de una a dos horas, se secaren al punto critico del diONidD 

de carbono ccn una secadera Techniquea CPA Il. Finalmente av 

recubrieron con carbón y plata en una mvaporadora d• vacla 

JOEL JEE-49. Las observaciona• se realizaron en un micrcaca

plo JOEL JSM-3l5 A 20 kV. El •acodo y la• cb••rvaclon•• •• 

llevaron a cabo en el Laboratorio de Microscopia El•ctr6nica 

da Barrido del Centro da Jnvestigaclone• en Ciencia• dwl Mar 

y Llmnclcgia de la UNAM, baJc la supervl•IOn d• la bióloga 

Yolanda Hornelas Uribe. 

2.5 RESULTADOS Y DISCUBIDN. 

HISTORIA DE CAMPO, 

Se presenta a continuación una comparación dR la textura 

y cambios microbianos de los estromatolitos potencial•• d• 1• 

Laguna Flgueroa durante lea veranes de 1'17'1 1 1'182 y 1984 Cvn

ase Tabla 2.1 y Figura 2.3 A, By Cl. 

Como describieron Hcrcdy&kl y colaboradores 11977! 1 •n 1977 

eKistia un tapete microbiano vigoroso formados por tr•• 16ml

nas de coloraciOn distinta, cubierto por una capa fina da mi

nerales evaporiticos <yeso, anhidrita y halita>, y ar•naa d• 

cuarzo. En la lámina inferior de color verde dominó la ciano

bacteria Microcoleus, la lAmina de color roJo preaent6 bact•-
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TABLA 2.1. PRODUCTORES PRIMARIOS OE LOS TAPETES MICROBIANOS, 

MO V EVENTO 

Antes de 1'17'1 

Inundación de 1'179 

Inundación de 1'180 

Evaporacldn de 1982 

Evaporación de 1984 

11 Charco del Norte" 

PRODUCTORES PRIMARIOS 

Microcoleus chtonoplaatea 
ChlorofleKUG Bp. 
Pleuroca:pea sp. 
Thlocapsa sp. 

Thi ocapsa sp. 
Pleurocapsa ep. 

Thlccapsa &p. 

Splrulina 11p. 
Pl eurocap9a •P• 
Oscl 11 atori a sp. 
Lyngbya sp. 
Chr-omatlum sp. 
Thlocapsa sp. 

Bplrullna ep. 
Osc!llatoria sp. 
l'licrocoteu• •P· 
Phormldlum •P• 
Lyngbya ap. 
Nostoc-Anabaene spp. 
Bacterias fototróficas 

Todos estos gfnero~ probablemente han tenido análogon 
pre-Fanerozotcos. 
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Figura 2.3 A. Tapete o comunidad microbian• ••tratific•d• ob
t•nida en ago•to de 1980, •e apr•cla •l •edim•nto elllcacl6•
tlco de la aup•rficie Cfl•ch•>· 



~igura 2.3 e. Aspecto de una muestra de campo, de 1982, se 
reconoce una capa notable de sedimento orgánico liso de color 
negro <flecha) y por debajo la laminación antlgu~. 

Figura 2.3 c. Detalle de una muestra de la comunidad micro
biana asociada a minerales evaporitlcos 11982). 



rlas fototróflcas anohigénlca& del tipo de Chromet!um, Illi.Q.

capsa y Chloroflexus1 la 16mlna de color n•gro v altamente 

sul1urosa cont•nta bacterlaa haterótrofas. 

El tapete da 1979 <veMae Ftguea 2.3 AJ, •• caract•rlzo 

por ser altamente sulfuroso y por tener en la superficie un 

centimetro de sedimento alllcocléstlco y y•ao y por d•baJo la 

laminación antigua U'largulla v col., 19801. 

11ICF!OSCOPIA, 

La primera parte de la descripción •• r•allzó a·partlr 

da las ob9ervacionaa da 1•• mua•tras d• campo 1SO a 169, con 

la ayuda de un microscopio NIKON H. A pertlr d• las muaatraa 

de 1982 •• detectó el desarrollo da un nuevo tapate microbia

no de 2 a 3 mm d& espesor, asociado & mineral•• •vaparitico•. 

La comunidad microbiana do 1992 praaantó nodulo• negrea da 

clanobacteriau asociados a l• lámina verde y •• •ncontr6 por 

debajo una !Amina da color rojo qua contenta loa al;utanta1 

procarionteB1 05cillatorl•, ~' BpirulinA, Pl1ucps1p1• 1 

Chlorofle•u•, Chromatlum y Thlocapaa. Por dabaJo del tap•t• 

microbiano nuevo e incipiente &Hi•tta una not•bl• c•pa de 

sedimento org&nlco ll•o d• color n•gro d• 10 cm da ••P••or, 

resultado de la actividad de bacteria• aulfato raductcrae, 

finalmente se encontró la laminación antigua y la palaocort•

za <ve~•e Figura 2.3 By CJ, Fu• evidente la heterog•neldad 

espacto-temparal del proceso de crecimiento del nu•va tapet• 

microbiano .. 

En el verano de 1994 la diversidad microbiana da las ca-
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pas verde y roja se lncremen~ó y •e hlcl•rcn pat•nt•• las di• 

ferencias profundas de la composición microbiana entre poco• 

cantlm•trca de diatancla vertical y hcrlzcntal. 

Loa.resultado• que se presentan• continuación corre•

ponden a la microscopt• da contraste d• f•••• y •lectr6nlca 

de barrldo1 aa emplearen para la ldentlflcaclón le• crlt•rlo• 

da los algulanta• autore•1 Fogg y col,, (197311 Bolublc, 

1197bl1 Ortaga,<19841 1 Margull• y Btolz comunicación P•r•o• 

nal (19Bbl y Walter, ( 197bl. 

La reaparición d• Microcgl1u1 •olo •• obaervó en 1•• re

glones asociadas al pantano ••lino en "Charco d•l Nort• 11 pero 

no en la planicie de evaporlta• <MarQulis y Stolz comunica

citm personal, 198b). 

Con la ayuda d• un fotomlcro•ccplo NIKON Labophot•a 

Identificó a le• productora• primario• m•• •vld•nt•• d•l nu•

vo tapet• microbiano d• 1984. La clancbact•rla Hlcrocol•u• 

<vl••e Figura• 2.4 A y Bl, con•tructor tlplco da ••trcaatoll• 

tos potanclalea, •• ldantlflcó con ba•• •n •u capacidad dl•

tlntiva de formar filamento• con vario~ trlcomas activament• 

móvlle& envuelto• por una vaina mucllaglno•a <Bolublc, 197h), 

Las cianobacteria• con tricomas da puntas curva• caract•rl1an 

a los miembro• del g•nero Oacillatorta tv•••• Ft~ura 2.e>, 

a•! como el tamaWc y morfoloQI• alngular d• la clanobact•rla 

Bplrullna <vék•e Figura 2.bl y una Qr&n dlver•ldad de c•lula• 

no ldentlf lcadas. 

La mlcroacopla de contraate d• fa••• •vldancl6 la pre-
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Figura 2.4 A y B. Cianobacterias de la familia Osclllatoria
ceae, se caracterizan por presentar tricomas activamente mó
viles y envueltos por una vaina comUn gelatiñosa, caracterís
ticas distintivas del género Microcoleus, aumentos 20 X y 40 
X respectivamente. 



Figura 2.5 Cianobacterias filamentosas sin vaina singular del 
genero Oscillatorla, se caracteriza por sus puntas encurva
das, el diAmetro del tricoma es de 5,0 micras 140 Xl. 

i=igura 2.b Cianobacterias filamentosas de la familia Oscllla
tcriaceae, sin vaina, de forma helicoidal, el diAmetro de ca
da tricoma es de 5.0 micras y corresponde al género Spirulina 
asociada a miembros del género Oscillatoria, 40 X. 



.... 

sencia de filamentos de ctanobacterias disminuidos en volumen 

con separación de sus células adyacentes <ve~cc Flgurn 2.1>. 

Los miembros do ta familia Oscillatcriaceao presentan laG ca

racteristlcas antas mencionadas durante sus primeras etapaD 

de degradación (Golublc y Barghoorn, 1977¡ Francls y col., 

1978). Esta• observaciones fueron verificadas por microsco

pia electrónica da barrido y se compararon con microfOslle1 

pra-Fanarozotcos (va••• Figuras 2.a A y B>. 

La9 envolturas oelatinosas extracelular•• o vainas d• 

las ctanobacterias filamentosa• y la habilidad para da1lizar

ae fuera da la vaina, corresponden a ••trate;tas adaptativa• 

que llevan a la construcción de e1tromatolito• potanclal••• 

Como una consecuencia de esta fenómeno las vainas d• la• cla

nobacterias filamentosas pueden preservarse, lo que r•p•rcute 

en una alta potencialidad da fo•ilizacl6n y •l•vada frecuen

cia de este tipo de microorQani•mos en al reoi•tro fó•il d•l 

pre-Fanerczclcc (Bclublc y Hcfmann, 197&1 Bclublc y Barghocrn 

1977¡ Krumbeln, 19831 tlargull• y col., l9B3>. 

La razón de que me preserven d• m•n•ra diferent• 1•• en

voltura~ y la• c•lulaa, quiza 5e deba al atrapamiento d• m•

tales y sale5 por los productos •Ktracelulare• localizada• •n 

las vainas. 

El género Pseudoanabaena presenta un patrón de dltQrada

clón distintivo por el incremento •n el volumen d• •u• ctlu

las lndlvlduales y su degradaclon •Mplc•iv•. En el P•••dc •• 

interpretó a célulae volumtno•a• d• filamentos fósiles como 



. 
Figura 2.7 Cianobacteriaa filam•nto••• qu• mu•atran un patrón 
de degradación caracterlatico, 40 X. 



.• 1 ... 
mlcrobi•n• evld•nt•, sobr•••l• un 

de una c•lul• y •videncia 
poat-mort•m, dlimetro de 1.0 mi-

Figura 2.e 9. Microf6all filamentoso del pre-Fanerozoico, qu• 
presenta células colapsadas, debido, quiza a loa proca•o• d• 
degradacion, tomado de Schopf, 1983. 



posibles heterocistos y por .to tanto su asociacldn con ol 

proceso biolOglco da f!Jacldn de nltrdgano atmosfórico, en 

esta perspectiva los proce&os de degradación han permitido 

replantear estas lnterprataclones. En esto dirección• lea f l• 

lamentoe no •eptados del pre-Fanerazoico quita corraspondnn a 

vatnau vaciau de clanobacteriaa, m4s que a hcnoon o al9as 

verdes <Golublc y earghoorn, 19771 Schopf, 19831, 

En relactdn a la fcrmacldn de lo• m!crofO•llaa, la• 

imagenes de microscopia electrontca da barrido muoatr•n la 

potencialidad diferencial que tienen !am c61ul•• procarionte• 

para mineralizarse, lo que sugiere. ropercute en •u capacidad 

de conservarse como micrcfOsllea <veána Figuras 2.9 y 2.10). 

Los ra290~ empleados para su identtficacldn •• m~ncicnan 

en los ples de figura. Desde el punto de vista morfoldglco 

los componentes procariontes que se presentan en ••te capitu

lo, probablemente han tenido anAlogca pra-Fanerozolccs iAwra

ml k, 1qe21 Golublc y D~rghoorn 1q111 Knoll, 19771 Walter, 

1976)J que sólo se preservan como vaina~. capsula• o gllcoca

llK y no eomo paredes celularea CKnoll, 1977). 

En la i nterpretacl On del rec;¡i atro fó•ll del 

pre-Fanerozoico se llegó a englcb~r a muchos fóailea filamen

tosos como mlcrcorgantsmos anAlogon e las cienobacterie~, al 

respecto es conveniente reconsiderar eetae interpret•cloneG 

ya que las bacterias qulmlolltotrOflc1s <veaae Figura 2.111, 

y otrtls procariontes pueden presentar e1a morfoloolA, 

<Schopf, 1983). 
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Figura 2.9. Trlcoma de clanobacteria sin vaina, diámetro de 
47 micras <320 l. 

¡#~ "' 

Figura 2.10. Val na de c:ianobacteri a fi 1 amentosa impregnada de 
minerales evaporitlcos y frustulas de diatomeas, el diámetro 
de la vaina es de 36 micras C7BO XI. 



Figura 2.11. Tambi•n ••han r•conocido procarlont•• qulmioll
toautotrdflcos parecidos a Beggiatoa, ob••rvando•• la pr•a•n
cia lncluslonas lntrac•lular•• d• azufr• •l•mantal, al dlama
tro del :fllam•.n.to H .d• :.2.,s m_l_cra• _140 X>·-··.-._ ...•.. ., -· •. 

Figura 2.12. Clanobacterlas fllamanto••• no ld•ntlflcadaa, •I 
triccma mide 1.0 micra de diAmetrc <40 X), 



La ldentiflcaclOn par microscopia fotónica y •1•ctrónlca 

de barrido, pueden complementar lo• e•tudios de m!cro•copla 

•l•ctrdnlca d• tran•ml•lón realizado• por Btolz, (19B3Jl9B4l 

y Btolz y Margull•, tl9B41J •ln •mbargo, •• consld•ran ln•u

flc!antas y requieren de ••tudlos ulterior••· Margull• y 

Stolz •n l9Bb afirmaron que la mlcro•copla •l•ctrónlca de ba

rrido ea !nauflclent• para garantizar qu• lo• oro•nl•aoa qu• 

se pre•entan como pert•n•clente• al otn•ro Phormtdlum cv•••• 

Figura• 2.13, 2.14, 2.1s, 2.lbl, lo fU•ran 1111 •f•cto y 

•eñalaron que •• pued•n confundir con miembro• del o•nero 

Chloroflaxu•· 

La microscopia d• la• nu•vas capa• verde y roJa d• 1984, 

<Ldpez-Cortt• y Hornela•, 198Sl, evidencian la e•l•t•ncla de 

una gran diversidad de célula• procarlont•• cvla•e Fgura 

2.111. La forma esférica d• la• ctlulas, la agrupación en ra

cimo, el tamaño de 1.0 micra• de dlAmetro por ctlula, la pr•

sencla de una vaina tenue y la procadanc& de la mueetra •on 

caracteriaticas alngulare• d•l g•n•ro Ih!oc•p•• lv9aae Figura 

2.1a1. 

La ldsntlficaclón de la• c•lula1 procariontes que e• 

presenta, cobrar• valor •olo si •• lleva cabo alalamlentoa a 

partir da tndculoa de tapetaa microbiano• en fas• de crecl

mtento, a fln de caracterizar • id•ntlf lcar lo• productor•• 

primarios <Rippka v col,, 19791 Trupsr y Pf•nnlng1 19811, d• 

las diferentes capas da la comunidad microbiana ••tratlficada 

en sedimentos lamin•dos. 
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Fiqura 2.14. 

Fiqura 2.1s. l'iaura 2 .1~. 



Figura 2.13, Clenobacterla filamantosa perecida al ;•n•ro 
Phormldlum, trlcoma de 0,9 micra• de dl•m•tro •In vaina, la 
fl•cha Indica un agregado da c•lulas cocoldal•• con un dl•m•
tro de 1.2 micras envueltas por una vaina t•nu•• par•cidae a 
Thlocapaa (2 1 200 Xl. 

Figura 2.14, Clanobacterla filamentosa ••ptada, aln vaina, 
parecida a pbormldlum de o.a micra• d• dl•m•tro1 •n •1 fondo 
se observa un agregado de cflula• cocoidal•• par•cid•• a 
Thlccapaa, .1,0 micra d•.dl6metrc (!5 1 400 XI. 

Figura 2. ll5, Clancbacterla fl lamentosa, PhormldlUm y ct.ano
bacterias cocoidales no identificadas, de 4.~ micra• d• di•
metro, en proceso de gemación <3,200 X). 

Figura 2.lb. Complejo microbiano no Identificado compuesto 
por cianobacterias filamentosas, fru•tula• d• diatom•a•, co
cos y bacilos (1 1 200 Xl. 
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Figura 2.i7. Asociación compleja 
tróficas anaxigénicas, bacilos de 

vibrias de 

Figura 2,18. Agregada de pasibles bacterias fatatrOficas ana
xigénicas del g~nera Thiacapsa, can vaina tenue y de 1.0 mi
cra de diámetro; se aprecia su asociaciOn con minerales eva
parlticas <4,000 Xl. 
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Capitule 3, AISLAMIENTO E IOENTIFICACION DE CEPAS DEL GENERO 

BACILLUS CAPACES ÓE OXIDAR MANGANESO. 

3. 1 RESUMEN. 

Se han aislado y caracterizado bacteria• del gfnero .!!!:" 

~capa~as de oxidar manganeso y/ o de formar 8Qtructu

ras coloniales 5ingulares. Las cepas proceden de comunidadoa 

microbianas estratificadas encontradas •n 11 Charco d•l Norte" 

y "Pentapua 11 Baja California Norte, M•xlco. 

En este capitulo •& presentan loa mapa• da la• 6re•• d• 

estudio que se hicieron en colaboración con el programa da 

lnvestlgacl6n Earth Watch de los E. U. A., en •1 aWc da 1903, 

Se han identificado y caracterizado nueva• cepaa de la 

especie~ llchenlformls con morfologlas colonial•• y 

c91utares singulares y capacidad diferencial para DKidar el 

manganeso dlvalente. Las cepas CHN-3b-80-L V CHN-3b-BO-G pre-

vienen de la• 16minas negras de la comunidad microbiana ••-

tratlficada de la localidad "Charco del Norte 11 del verano de 

1980. 

También se reporta la identificación da la• ••P•cl•• Ba

clllus llchenlfcrmls cepa P2-V-B3-2 y ~ ~ C•P• 

P-2-V-83-3 obtenidas de la salina "Pentapusº en el verano de 

1983. 

La caracterlzacl6n mcrfcl6Qica, flalol6Qlca y •co16Qlca 

de lag cepas antes mencionadas, pueden ••r de utilidad pa~a 

la reinterpretaciOn del microfOsil Ecaatrion d• la Formación 
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de Hierro Gunfllnt, Canada con una edad de 2,000 mlllane• de 

a¡oa, qua tambl•n es similar a WarrawooneJla c.t41.!.d•l Oa•t• 

d• Auatralla con une •dad d• 3,SOO mltlon•• d• aWo• IAwramlk 

cat., 19831 Schapf, 19631, Laa 11orfalagla• •tnºgularH y ta 

fcrmaclOn de pr•clpltadas, prababl•m•nt• •WPllcan la forma

ción d• lo• fdailas micro~ianc1. 
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3,2 INTROOUCCION, 

El manganeso constituye alrededor del O.IX del peno de 

la corteza terrestre, se encuentra distribuido en rocaG, nua

los, agua dulce, agua de mar y sedimentos. Aunque DB poGible 

encontrar varios eatados de oxtdaciOn <2+, 3+, 4+, b+, y 7+>, 

en la naturaleza sólo los comportamientoa 2+ y 4+ son los mA• 

comunes, el estado 3+ ~e presenta en menor grado. SOio el 

comportamiento 2+ se encur.ntra como un ton libre •n aoluci0n 1 

mientra& qua loQ estados 3+ y 4+ se encuantran como manoanato 

Insoluble. 

El manoanato 4+ ha sido conocido como depurador da va

rios cationes, especialmente metales tales como Ce++, Ni++ 

Cu++ y frecuentemente se encuentran en aaoctactOn con el ión 

ffrrico. El estado 4+ tambifn eB la forma predomtnant• •n una 

variedad de oKidos minerales. 

El manganeso ea un elemento traza esoncial para lo• mi

craorganismag, las pl•ntaa y los antmale•, aunqu• a conc•n

traciones altas generalmente es tóKico. La• conc•ntracion•• 

qu• van de o a 100 microgramus por mililitro de Mn++ •• h•n 

estudiado en diferentel medios para cultivo del gtnero Baci

llua <charney y col., 19:51l. 

El ton manganeso divalente, activa muchas r•accianes en

zlmAtlcas Involucradas en el rompimiento de carbohidrato• y 
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en •I metabolismo da 4cldos org•nlcoa, d•I nltrOg•no y d•l 

fósforo. El manganeso •• requi•r• •n 1• fatoaintaaia y tam

bUn particl'pa en la aup•rOKldo dla11utaaa d• lo• procarion

tes, una enzima que proteja a la c•lula de lo• efecto• tdx1-

cos del radical superOKido qua se encuentra en la mayorfa da 

la• c•tulaa aeróbicas. En algunas bacterias anaerdbtcaa fa

cul tati vaa que no pcs•en superOHido dtamutaaa, •1 Mn++ la• 

prot•J• d• la to•lcldad d•I oNlg9no <Archlbald y Frldovlch, 

19811 1982). 

Por otra parta •• conoce una diversidad con•ldarabla d• 

microorgani•moa que pueden transformar •1 manganeso CNealaon, 

19781 Ehrlich, 19801 Gragory y Btal•Y• 1982>. 

S• han propuesto mecanismos directas • indirectos d• 

transfor11ación del manganesa, de un estado de valencia a otro 

por mtcroorgantamos CN9alson, 1983>. Los mecantamoa tndtrec

tos~ncluyen cambios 9n •l medio que rodea a la bacteria, co

mo lllOdlficacion•• en la• valor•• d• pot•nclal rmdaM o d• pH, 

•d•orclón d• ONldoa pr•formado• sobr• I• aup•rflcla celular o 

utlllzaclOn mlcroblan• da sustrato• org6nlcoa. Los afecto• 

dlr•ctoa son •nztmAtlcoa o 11•dl•doa por m•trlc•• oru•ntc•• 

qua modul•n la ONldactOn o r•ducc!On d•I manganeso. B• ha to

m•do cot10 cierto que aloun•s bacteria• pu•d•n obt•n•r ttn•ro•• 

c•lul•r de ta oKld•clón del mangane•o dival•nt• a Manganweo 

t•travalent.e durante el cr•clml•nto •utotrOflco o mlMotrOflco 

IEhrllch, 1968 •1 1968 bl 19701 19711 1980). 
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Mientras que algunas·· de,. las caracteristicas bicquimicaa 

y fislolOglcaa d• las bacterias que usan el manganeso han 

sido estudiadas •n cultivos de laboratorio, poco ae •aba, 

acerca de la ecolcgia da tale• bact•rias en 1• naturaleza. Su 

ccnoca su participación •n la transformación dal ~anganeac en 

su•lo• y agua dulce !Dublna y col., 19741 Chapnlck y col.'· 

19821 Ghlor•e y Chapnlck, 1983), Lo• •mbl•nt•• marino• han 

•ido manos estudiados y •n otro• amblent•• como lo• pantano• 

••linos se d••conoc• su papel •colOQico. Aunqu• •• ••b• qu• 

las bacterias que DHidan manganeso astan ampliamente diatrt

buldH •n •l al!lbl•nte marino <Ehrllch, 19631 1968 •1 19711 

Krumbaln, 19711 Nealson, 19781 y que pu•d•n ••r ubicua• en 

••dtmentos de eate ambiente, sólo poco• ••tudtoa han documen

tado obJetlvamente la actividad de bacteria• que oNldan o re

ducen el manganeso in •itu <Tebo, 1993), 

Se ha señalado que .al potencial da los microorgant•maa 

para catalizar la oxidactOn de Mn++ en un ambiente dado no 

corr••ponda n•caaarlamente a l• actividad in sltu d• ••o• mt

craorQaniamos. Por ejemplo, l• enumeraciOn de bact•rtas qu• 

aHldan manganeso ne demuestra su actividad tn •itu. El m•dto 

artificial en el cual las bacterias san aislada• y contada• 

imponen un ambienta definido que no necesariamant• r•pr•••nta 

el encontrado en la naturaleza. La regulacian d•l ~•tabolismo 

bac~Eriano en respuesta a los cambia• del medio, compueataa 

orgánica, e inorgánicos de las medios de cultiva, complican 



a~n mAs tas ccn~lusiones. Ademas de que muchas bacterias qua 

pueden ser activas en el ambiente aó.n no estan dieponibleu. 

para ser cultivadas en un medio artificial dado <Tabo, 1993), 

Por otro lado, se han empleado las caract•r'•ticas emtruc

turales de las bacterias que oKidan manganeso para la tntor

pretacton de depOsitDfi de hierro y manganeso que conti•nen 

mlcrofOsiles d•l pre-Fanerozotco asi como las concrecion•• 

modernas <Naalaon y Tobo, 19BOI Nealaon, 19B31 Margull• y 

col., 19931, 

El aisl•miento y la caractertzacton mcrfolOgica, bio

qulmlca y flslolllgica de cepas del gtn•ro Baclllu.!, aialadH 

d• comunidades microbianas estratiftcadao y capac•• d• oMidar 

11anganeso, corresponden a las etapas in:lciales de la inve•ti 

gaciOn que intenta comprender la conservación diferencial 

que presentan las células procariontes cons•rvad•• como mi

crofósiles en el registro del pre-Fanerozoico. 

3. 3 MATERIALES Y METODOS, 

AISLAMIENTO 

Las bacterias reportadas en ••te capitulo proceden de 

las localidades ºCharco del Norte 11 y 11Pentapua11 <ve••• Figura 

3,1). 

Se identlflcarón y caracterizaron las cepa• CHN-36-BO-L 

y CHN-36-BO-G de los aislamientos realizado• de mue•tras del 

Area "Charco del Norte" de 1980. Para ello •e utilizó la t6c-
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Figur• 3. l. t1•P• de la Lagun• Fiou•roe, •• indica con un• ••-· 
tr•ll• la loc•llzaciOn de do• d• los •itlo•, qua •• mwnclanan 
en el t.eMtD tcorte•la del labor•tcrto d• la Dra. f1araullal. 



nlca de dlluclón comblnada con un tratamiento ttrmico da 7~ C 

durante 10 minutoss da cada di lucidn ae tomo o, t ml para se1n

brar en medio K tve6se Apendlce> por •1 mttodo d• •strla ce

rrada e incubadas a 30 C de 24 a 48 horas. Esto proce•o •• 

emplea con el fin de recuperar microorganismcu que desarro

llan estructuras de re&ifitencia como san l•• ••pora• de 1•• 

bacterias del o•nero ~f el uso del m•dl~ aelectlvo "K" 

permite el reconccimtento de la~ bacteria• qua aKtdan man;a

nesc. 

Loa lnoculcs de las mueatras de 1993 procedente• de la 

sa.U.na 11Pentapu•" fueron colccadaa en medio "K" • lnc:ubad•• • 

temperatura ambiente durante eu transpcte al l•bor&tbrio. A 

tos ocho dias ae ••lec~ionaron los crec1miantos supueatam•nt• 

posltlvos a le DKidaclOn de manganeao utilizando como crit~

rio el color de la colonia y la prueba de 1• mancha a2u1 de 

la leuccberbelina <LBB>, 

Los cultivos purea se legraran a partir d• la t6cntca 

antes Mencionada, y ae recuperaron entre otra•, •.las cepa• 

P2-V-B3-2 y P2-V-B3-3, 

MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASES, 

Las caracteri9ticas celularesJ forma, agrupación, ta

mawo, mavllidad, forma da la espora, posición, y deformación 

del esporangio se determinaron a partir de tats medica 11 1(11 só

lida V liquido y el medlo de acetato de manganeso lv•••• 

Apendlce>, 



CICLO DE VIDA V FDRMACION DE LA COLONIA. 

La preparación de cAmaras para microcultivos conaisto en 

lo siguiente1 se coloca de 0.1 a o.::s ml do medio 11 K11 •Olido 

fundido en un portaobjetos libre de grasa y estéril, una vez 

que ha solidificado se adicionan 10 mlcrolitroa do una dilu

ción de bacterias de un cultivo puro y se niembran en estria 

con la ayuda d81 asa bocteriolOgica, ee coloca un cubreobja

tos libre de gr~sa y estéril1 se solla con una mezcla da pa

rafina y petrolatum con et fin de evitar la contaminacHin y 

mantener la humedad, se coloca la c6mara en una caja de Petri 

estéril y se incuba a 30 C • Las observaclon•• se llevaron a 

cabo con un microscopio de centraste de f•••• NIKON Labophot. 

IDENTIFICACION BIOOUIMICA Y FISIOLOG!CA, 

La identlflcac!On bloqulmlca y flaiolOglca de las cepas 

se baso en las slguientea pruebas1 producción de •cido, o•• y 

acotoina a partir de D-glucoea. se emplearon lo• medio• Ml, 

M2 y M3 respectivamente, hidrOlisls del almldOn, ca,e!na, Q•
latinaJ desarrollo anaerObiCo e~ agar, r•ducclOn de nitrato• 

a nitritos, produccton de alcati en citrato de Stmmon•, pro

ducc!On de catalaaa y o•ldasa, utllizaclOn de la fenllalanl

na, crecimiento en a9ar y caldo nutritivo con cloruro de eo

dlo al 7 X y desarrollo a ~O, ~~y bO C, <Buchanan y Glbbona, 

19741 Norrla y col., 1981>. Toda• la• pruebas tambltn ••rea

lizaron con la cepa tipo~~ e bO~l ATCC, 

1+6 



OXIDACION DE MANGANESO. 

La capacidad qua po•aen natas cepas para owldar man;ana-

so se determino a partir de loa madlc• 11 K11 y acetato d• tnan-

gane&o al o. 002%. 

La prueba de LBB evidenció la preaencla de dlówldo de 

manganesot para ello se agrego da una a tr•• gotas del reac

tivo directamente a Ul"la colonia de 1':5 dlaa de edad, incubada 

a 30 e, •• apreciaron los precipitados azules •obr• la colo-

nia cuando ta prueba de LBB fue positiva y so usa control m•-

dio 11K 11 sin la fuente de manganeso <ve••& Apendic11). 

3.4 RESULTADOS V D!6CUS!ON. 

Se han aislado y caracterizado cuatro cepas ·puras de 1•• 

especies Baclllu~ lichenlforml• y Baclllu~ braviu, 

L~ cepa CHN-36-BO-L presenta una colonia de forma fila-

mantesa, rnargen ramificado, elevaciOn montuosa y se adhi•ra 

fuertemente a la euperf icie del agar cuando ea cultiva en mtr-

dio "K" Y. acetato da manganeso <vea•a FiQuras 3.2 Al. 

La morfologia celular corresponde a bacilo• de 2.~ a 

3.5 micras de largo M o.e micra5 da di•metro, mOviles, aram 

positivos, permanecen como células vegetativas durante laa 

prlmerae 48 horas de crecimi•nto a 30 e en los medios antes 

citados. Son bacilos formadores de endoeporas ovales o cilin

' dricas, con posición subterminal dominante y no deforman el 
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esporangio <véase Figura 3.3 >. En medio 11K 11 liquido se mues

tran altamente polimOrficas. 

Las caractertsticaa bioquímicas y fieiológtcae cvé•a• 

Tabla :s. t > indican que esta cepa corresponde a la especie ...e.,. 

licheniformis. La cepa presenta capacidad difer•nctal para 

oMidar manganeso dlvalente determinada con b••• en la pru•-
, 

. ba de LBB <vease Tabla 3,3¡, 

La& cepas CHN-36-80-G y P2-V-83-2 cbtanldaa d• dlf•r•n 

tas Araas gecgr~fica• ion prActicamant• id•nttcas, su colonia 

es ·filamentoaa, ramificada, y montuosa, pero a diferencia da 

la anterior ••ta se retira con facilidad del •oar <vé.ee Fi-

gura 3.2 B>. La morfcJogia celular ea muy parecida a Ja d• 1• 

cepa antes dascrita1 sin embargo, loa filamento• son da mayor 

longitud cuando se desarrollan en loe medios ant•• citado• 

<váiir.se Figura 3.41. Estas cepas tambt•n corr•sponden a la 

especieJ!.. licheniforml•. A nivel bioquímico ti•n•n alguna• 

diferencias cuando se comparan con la cepa ant•rior <véas• 

Tabla 3.21. 

La mcrfclcg!a cclcnial diatintlva d• la• c•paa d• la ••

pecle ..!!.· llclJenlfcrml• y su capacldod dihr•nclal para DKidar 

el manganeso divalente, son sugestivas para compr•nd•r la 

conservación de las células procariontes como mlcrofóail•• 

del pre-Fanerozoico. 

El conocimiento de los ciclo• de vida, patronea de divt-

slón celular y de dlag~nesis de estas ctlulaa •on nec•B•rtoa 
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Figura 3.2. Morfolcgta colonial de la• cepa•• 

A> CHN-36-BO-L. 

B> CHN-36-B0-13 

Crectda.s en medio "K 11 a :SO e durante 48 horas. Aum•nto 16 X, 

Figura 3.3. Morfalogla celular d• la cepa CHN-36-60-L.. Auman-

100 x. 

Figura 3.4. Morfalogia celular de la cepa CHN-36-60-13. Auman

to 100 x. 

Figura 3.5. Morfologla celular de la cepa P2-V-83-3. 

A> Bacilos con endoaperaa. Aumente too x. 
B> AQreQadea da esperas libres con owidoa da manQaneae. Au

mento 100 x. 
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de tomar on cuenta para la reioterpretaclón de 109 microfóai

les preservados en pedernal y loa estromatolitos con matric•• 

minerales de ó~ido de stlice. 

Ante lo antes 6eñalado e& postula, en e~ta testu, que 

las cepas descritas son anAlogos modernos da toa mlcrofósilen 

del g~nero Eoastrton 1 que se ha comparado con una a•ocl•ción 

simbiótica de bacterias modern~s del genérc Motallogenium 

<Zavarzin, 1981>. también presentan una gran similitud morfo

lógica con otro microf6s11 recientem•nte descrito (Awram1k y 

col., 198:S>, referido como ~'.2.!.!.!...t!!tll!. <ve4sa Figura 

3.bl. 

La cepa P2-V-S3-3 a lae 48 horas de crocimtento presenta 

una colonia da forma circular, con un marg~n entero, es eln

vada y 5e retira con iaciltdad del agar, ademAs de qua estas 

colonias se caracterizan por desarrollar un color pardo in

tenso lo que indica lo presencia de precipitados de dió•ldo 

da manganeso, despu•s de quince 'dla• de crecimiento ~n medio 

"K" e incubadas a. 30 c. 

En medio con acetato de manganeso al o.002Y. tas colonia• 

son do forma irregular, margen f11amentoso, eleve.c:lón montuc ... 

sa y se pueden retirar can facilidad del agar. 

Lati colonia9 de 49 horas de edad •n loa medlas ante~ ci

tados, estan constituidas por célula• ~n forma de bacilo, mo

viles, coloración al Gram variable, de 3.~ a s.o ~tcraB d• 

longitud y 1.0 micra de dlAmetro, pira este tiempo ya se ob-



iA6LA 3.1. CARACTERISTICAS COMPARATIVAS OE LAS CEPAS CHN 36-BO-L CHN 36-BO-G, 
P2-V-B3-2, Bacillus lichenlfonnis y !!.· subt11 is e 6051 ATCC 

PRUEBAS CHN 36-BO-L CHN 36-BQ.r, P2-V-B3-2 !!.· lichentform1s !!_.~e 

6051 ATCC 
Colonias 
adheridas + V 
Forma de 1 a 
espora 
Oeformaci ón 
del esporangio 
Posición de la 
espora T T T 
Acido de O-glucosa M-1 + + + + + 
Gas de O-glucosa M-2 V 
Producción de 
acetoina M-3 + + + + + 
Hidrólisis de: 
almidón + + + + + 
gelatina V + + 
ca.setna + + + + 
Oesarrol lo en agar 
anaeróbico + + + + 
Produccidn de 
alcali en citrato + + 
Desarro 1 lo en agar 
nutritivo con NaCl al 7% + + + + + 
Desarrollo a 50-55°C + + + 1 + + 

Y • vartable, E = elíptica o cillndrica, T = terminal a subtermina1' e-= central 
las caracterlsticas del.!!_. lichenifOY'lllls fueron tomadas de Buchanan y Gibbons, 1974, 



TABLA 3.2. CARACTERISTICAS COMPARATIVAS OE LA CEPA P2-V-B3-3 !!_. brevis y!!_. subt11is e 
6051 ATCC 

PRUEBAS P2-V-83-3 ª-·~ B. subt11is e 
- bOS1Ai'Cc 

Fonna de la espora 
Oefonnación del 
esporángio + + 
Posición de la espora CT CT e 
Acido de O-glucosa M-1 +/- + 
Producción de acetoina M-3 + 
llidrólisis: 
almidón + 
gelatina + 
case!na + + 
Desarrollo en agar anaerilbico 
Producción de alcali en citrato + 
Desarrollo en agar nutritivo 
con tlaCl al 7% + 
Desarrollo a 55-60'C + + 

E = elíptica o cil!ndrica, CT = central a tenninal, ? = sin detennlnar. 
Las caracter!sticas del!!_. brevis fueron tomadas de ttorris, y col., 1981 y de 
Buchanan y Gibbons, lg74. 



TABLA 3.3 OXIDACION DEL MANGANESO DIVALENTE EN MEDIO K POR MIEMBROS DEL 

GENERO Bacillus 

PRUEBAS CHN36·80-L CHN36-BO·G P2·V·B3·2 

Intensidad 
del color 
café pardo 
de las co-
lonias en: 
Medio ~in 
MnS04 H20 

Medio K con -/+ ·/++ ·/++ 
MnS04 H20 

Prueba de la 
mancha azul ·/+ •/++ ·I++ 
LBB 

• • negativo, + • "ligeramente" positivo, ++ • "medhnamente" pos1t1vo, 
+++ • "vigorosamente" positivo, ·/+, ·/++, ./+++ • negativo/diferentes 
grados de positMdad, 

P2-V·B3-3 

++t 

++t 



Figura 3.6. Mlcrofó•ll•• pr•-Fanerozolcoa y aua poaibl•• •n•

logoa d• la especie Baclllua llchanlfcrmls. 

Al Eoaatrlon. Aumento 2~.~ x. 

B> Warrawoonella radia. Barra 10 mtcr1. 

CI Cepa P2-V-B3-2 11 y 1111 Aumento d• 40 X. 111 20 X. 
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servan bacilos con endosporas ovales o cilindrlcas, de poai

clón central a terminal, que deforman el esporangio y que 

llegan a medir hasta 2.0 micras1 la• e•paraa libres tiendan a 

formar agregados <veélse Figura :s. !5). En caldo "K11 incuba.doB 

en baño Marta de agitación a 30 e desarrollan eu endouporn a 

las 24 horas de crecimiento. 

El resultado de las prueba& bioquimicas y fi&iolOglca• 

ubican a esta cepa dentro de la especie.~~ tve4-

so Tabla 3. 2>. 

Esta cepa es muy vigorosa en su capacidad de OKidar man

ganesa y quiza ewta actividad se deba a la acción da la su

porficie las esporas libres. La pru•ba d• LBB ••dificil d• 

interpretar cuando las colonias presentan un exca•o da dióxi

do de manganeso, para ello &e tomo una colonia que ee deain

tegra en un portaobjetos, se añade el reactivo LBB •• avalua 

bajo el microscopio, de donde se puede augertr que 9on la• 

envolturas de la espora las regpanBable~ del proceso da oxi

dación del manganeso divatente. Un caso semejante es ol que 

se reporta para la cepa SG-1 <Nealson y Teba, 19BO>, un baci

lo de origen marino. 

El encuentro de películas de óxidos de manganeso en ta& 

localidades geogr6ficas de estudio y la capacid&d de trans

formar in vitre el manganeso soluble en dióMido de mangane~o 

por parte de las cepas aqut reportadae, permlton muponer qua 

potencialmente tienen gran efecto sobre el ciclo local del 
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manganeso. Los estudios fil~iológicos, bioqulinicoa y estructu

rales de las bacterias que oxidan manganeso son la ba•a de 

los modelos a partir de los cuales se ha propuesto GU papol 

en el ciclo blogeoqutmlco del manganeso. 

El conocimiento de la estructura bacteriana y la ta•a do 

producción de preclpltado9 da óKldos de manganeso, e• prarre~ 

quislto para entender la acumulación de manganeso en la nBtu

raleza, como es el caso de loe fondea marinos quo •a locali

zan en el Area 21 gradoa norte al sur de la pen,nau1a da Baja 

California, México, que es uno de los depO•ltos contemporAna

os mas importantes por su abundancia en cobre, hierro, manga

neso, azufre etc. Sin elftbargo, la determlnaclOn del origen da 

los microfósile~, precipitados de manoaneso fósil y dep6altoa 

minerales recientes no son fAciles de establecer. 

Al respecto quedan por contestarse lae slguientee preuun 

tasi 

1.> ¿Los precipitados de dióMido da manganeso eon e><

clusivament• biogtnlcos ? 

2> ¿ Son los precipitados de dióKido de manganeso, 

procedentes de bacterias, realmente slngulare~ ? 

3> l Los precipitados que cubren a las bacteria• pue

den preservarse como microfóslles 
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3.:S APENDIC:E, 

1. 11EDIOS DE C:UL. nvo. 

A, AQua de mar artificial <11argulis, L.. y col. 1983). 

C:aC:12 2H20 
11gS04 .7H20 
KC:l 
NaC:l 
AQua deati lada 
Amortiguador Tria 1.0 11 

1.45 g 
12.35 g 
0.75 g 

35.10 g 
9:SO.OO mi 
:so.oo mi 

Adiciono la• sales en el orden dada, disolviendo cada una 
antas de aWadir la siguiente. OeJar reposar la mezcla al me
no• 24 horas antas de usarse. 

B. Amortiguador Tris 1.0 11 

HC:l 37 % fumante 33, 3 mi 
Tris hidroKimetilaminometano 
o Trtzma Base 60.~5 g 

Aforar a 500 ml con agua desti 1 ada, ajustar el pH = 7.5. 
Almacenar a 4 c. 

c.·Medto 11K11 <Krumbein> Margulte, L. y col., 1983. 

11n504 .H2D 
Pacto-peptona IDifcol 
EKtracto de levadura 
Bacto-AQ•r ID! feo> 
Agua da mar artificial 

0.01 g 
1.00 g 

IDifco) 0,2:S g 
1.:so g 

:soo.oo mi 

o. Medio acetato de manganeso o.002x. 

Acetato de manganeso 
11n1C:2H302l2 • 4H20 
Flaher Sci•ntific C:o. 
NH4 ND3 0.01% 
Bact.o-AQ&r (Olfco> 
AQua de mar artificial 

0.01 g 
1.00 mi 
7.50 g 

:soo. 00 ml 
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II. PRUEBA DE LA MANCHA AZUL DE LUCOBERBELINA LBB <Krumbein 
Altman, 1973), PARA LA DETECCION OE OXIDOS DE MANGANESO. 

Solución madres Disolver 4.0 g de azul de leucoberbellna 1 en 

ao.o mi da agua destilada hsrvida <previo a la ebulliclOn del 

agua eata es acidificada con ácido fosfórico>. A~adir 0.3 ml 

da hidróMtdo de amonio concentrada y aforar a 100 ml con agua 

destilada. CE•ta solución madre puede ser almacenada por m•s 

de un ailol. 

SoluciOn par• la prueba de LBB1 Preparar una soluciOn de LBB 

al o.4 1. cPn una soluclón de acido acético al o.as Y. v/v <pHs 

4.0>. para ser usada inmediatamente. 
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Capitulo 4. FIJACION DE NITROOENO ASOCIADA CON COMUNIDADES 

MICROBIANAS ESTRATIFICADAS DE GUERRERO NEGRO, BA 

JA CALIFORNIA SUR, MEXICO. 

4. l INTRODUCC 1 ON. 

El programa ºPlanetary Bio1ogy Intern 11 organizado por 

el Marina Diolog!cal Labcratory de Woods Hole HA de los 

E.U.A., ha impulsado investigaciones relacionadas con la 

blosfera y uistemas btogeoquimicos eepeclflcns, talos al car

bona, nitrogeno, oxigeno, manganesa, cobre y otras .. Dichas 

investlgac1cnes no sólo tratan de aclarar la historia de los 

ecosistemas sino también pueden sor la clave del futuro~ en 

cuanto a la sotucton de problemas relacionados can energéti

cos, al imentois y salud. 

El objetivo general del proyecto consiste en determinar 

el origen, evolución y dtstribuctdn d• la vida en el sistema 

solar INASA TM 88177>. 

El conocimiento de la particip~cion de las comunidades 

microbianas estratific•das provenientes de ecosistemas h1-

pernal inos en el ciclo del nitrógeno no solo responde a las 

necesidades de los E.U.A., en terminoG de la carrera armamen

tista, sino también a las de nuestro pais, tal es el cana de 

la producción de protatna unicelular de ortgen procarionte, 

la eeleccion da cianobacterias fijadoras de nitrógeno mo1ecu 

lar y halofilicas con el fin de desarrollar una biotecnología 
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basada en procariontes provenientes de ecosistemas hipersali_ 

nos, del cual México posee una de las regiones productoras de 

sal mé.s 1 mportantes del mundo. 

En este capitulo se dan a conocer tas t•cnicas usuales 

relacionadas can la determinación indirecta de la f!Jac:lón 

de nitrógeno por parte de comunidades microbianas estratifi

cadas obtenidas de Guerrero Negro Baja California Sur, MdHi

co. Estos ecosistemas microbianas estan limitado& en eHten

sión geogrAfica y sen biológicamente notables por la ausencia 

de la mayoria de les organismos que figuran prominentemente 

en el presente <Knol 1, 1905). 

Ecosistemas laminados similares se encuentran en el lago 

hipersalino "Solar Lake" localizado en Arabia (Jorgensen y 

col., 1979), 11 l3avi sh Sabkha 11 en Israel <Krumbeln col., 1979), 

y la "Laguna Figueroa .. en MéHico <Horodyski y col., 1977>. 

Investigaciones relacionadas con estos organosedimentos 

laminados sugieren que estos ecosiBtemas probablemente repre-

sen tan análogos ccntemporAneos de litologias del 

pre-Fanerozoico CMargulis y col., 1980>. 

Las comunidades microbianas estratificadas de Guerrero 

Negro, fueron inicialmente descritas por Javor C1979>J esta 

localidad esta situada en la costa oeste de Baja California 

como ~na gran planicie evaporitica cuya morfologf.a es muy se

mejante a lAs do Sabkha Faishakh <oeste de Datar>, Medio 

Oriente, de igual manera que a las de el Golfo Arabe-Persa, 
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los sedimentos que se forman en el margen de la playa en es

tas salinas meKlcanas son esencialmente calcáreos y en el los 

se encuentran tapetes mlcroblanos blen desarrollados <Pursen, 

1985>. El yeso, proviene de las salinas, resultado de la alta 

salinidad intersticial que es consecuencia de la evaporación 

capilar. 

Las comunidades microbianas estratificadas de las sali

nas de trabajo de Guerrero Negro alcanzan concentraciones de 

sales que oscilan entre ~.o y 13.o %. Los principales produc

tores primarios que constituyen el tapete de la localidad de

nominada ºCharco tt :S'' son cianobacterias del tipo Microcoleus 

y Oscillatoria, con una salinidad del ~.o al 7.0 % y Aphanot

hece, una cianobacteria, del "Charco tt 8 11 con una salinidad 

del 9.0 al l:S.Ol\ me~ Marals, 1986), 

Solo estAn disponibles unos pocos reportee sobre fija

clOn de nltrOgeno atmosférico asociada a tapetes microbianos 

CPotts y col,, 19781 Sta! y col,, 19041 198~), 

La validez del ensayo de la técnica da reducción da acetileno 

puede ser puesta en duda cuando se estudian ciertos ambientes 

anaerobios, particularmente aquel los cuyas comunidades bacte

rianas usan metano y otros hidrocarburos de cadena corta 

(Oremland y Taylor, lq755 de Bont y Mulder, 1976). Stn embar

go, vn el presente estudio se cuantlfiéO la tasa de reducción 

de acetileno bajo condiciones de luz y obscuridad, con la in

tención de conocer cuál es el efecto de los fotones en la ac

tividad de la ni~rogenasa. 
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La actividad de la nitrogenasa depende de un sistema de 

control que no es general en todos los procariontes fijadores 

de nitrógeno atmosférico. Resultados concernientes a la inhi

bici dn de la ni trogenasa por retroal 1 mentaci ón con amoniaco 

han sido conflictivos. La adición de amoniaco no provoca una 

inhibición por retroalimentación sobro la actividad de reduc

ción dc.1 1 aceti 1 ene por Clostri dium pasteuri anum. (Daesch y 

l"lortensan, 1972>. Sin embargo, la adición de amoniaco a cul

tivos efe Rhodospirillum ~ causa un decremento rápido de 

la ~ctividad de reducción del acetileno en etileno <Neilson y 

Nordlund, 1975). En los ecosistemas microbianos e•tratifica

dos es comdn encontrar una gran diversidad de células proca

riontes fijadores de nitrógeno atmosférico, razon por la cual 

se evaluó la actividad da nitrogenasa y su inhibición. 

Finalmente se analizo Jas concentraciones de amoniaco, 

rii tri tos y ni tratos del agua de 1 os 11 Charcos tt ~ y tt 8 1
'. 

4, 2 MATERIALES Y METODOS, 

ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA. 

Esta actividad fue medida por medio de la'prueba de re

ducción del acetileno (Gordon, 1981>. Las muestras de comuni

dades microbianas estratificadas fueron colocadas en botellas 

do 48~ ml de capacidad. Se adicionó un volumen de 200 ml de 

agua a cada botella procedente de los "Charcos tt 3 y tt 8 11
• 

En unos frasco~ se aññdió 20 ml de acetileno obtenido a par-
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tir de carburo de c:alcio <Fisher Sci,, Co. C-57>. Otras -fras

cos fueron complementados con 2.0 ml de ettleno y finalmente 

otro& de ccntrol sin acetileno ni etileno. 

Las determinaciones de la actividad de nitrcgenasa se 

llevaron al cabo bajo diferentes condiciones de incubacton1 

tOY. de ac:etileno/luz, 1% de etUena/luz, sin acetileno/luz, 

10X de acetileno/obscuridad, 1)'. de eti leno/obscurtdad y sin 

acetilano/obscuridad. Laa botellas fueron incubadas en el in

vernadero bajo un ciclo natural de iluminactdn a 24 e y otras 

botellas permanecieron cubiertas con papel aluminio. Para 

evaluar el efecto del amoniaco sobre la reducción del aceti

leno, se adicionó 400 mlcrolttros de una solución de 9Ulfato 

de amonio 0.0005 M a un lote de botellaa que contenian lOY. de 

acetileno, que fueron incubadas en la luz y la ob~u::uridad. 

Otros fras~os contenian 10~ de acetileno sin sulfato de amo-

nio, los que funcionaron como centrales,, 

CROMATOGAAFIA DE GASES. 

La produccidn de etileno a partir de acetileno fue eva

luada con la ayuda de un cromatografo de gasBs modelo Perkin 

Elmer Sigma 3, que posee un detector de ionización de flama 

de hidrógeno y un sistema de proceso de datos Shlmadzu c-R3A. 

Se usó una columna de acero de b pies de longuitud, empacada 

con Pcrcpak N intervalo de abertura B0/100. El equipo mant1!

nia costante su temperatura <isoterma de 100 CJ a lo largo 

dol inyector, columna y detector. El helio fue usado como el 

gas acarre3dor a una tasa de flujo de 30 ml/min. La tasa de 
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fluJo del hidrógeno y del aire en el detector fue da 60 

ml/min y 450 ml/mln respectivamente. El cromatografo de gases 

fue cal tbrado con el gas aat.t.ndard da eti lene de 984. 4 y 

106.3 ppm <Scott Specialty Gases, E.U.A.>. Para llevar a cabo 

loa •n•llsia se empleó 1.0 ml de muestra proveniente de los 

gas•a estándard y de las botellas. 

ANALJSJS COLORIMETRJCO DEL AGUA. 

Para remover los cationes que interfieren en el anAlisis 

de las muestras de agua de tos "Charcos 1 ~ y tt B" se empleó 

la técnica modificada de Nessler ( Hanson y Ph!ll!ps, 1981>. 

6• cuantifico ta concentración de amoniaco por el m6todo co

lorimétrico reportado por Verdow y col., (1978) y para nitra

tos y nitritos se uso una modificación de la técnica de Ni

chol as y Nanson, < 19~7>. 

4.:S RESULTADOS Y DJSCUSION. 

ACTIVIDAD 'PE NITROllENASA. 

A partir de los cromatogramas se obtuvieron los datos 

que •e emplearon para el•borar las Figuras 1.1 a 1.8 y 2.1 a 

2.10, que corresponden a Ja acumulactdn de etileno con rea

pecto al tiempo en horas. 

La tasa promedio de produccidn de etileno en ppm/cm2/hr 

de los "Charcos tt ~ y 1 8º se establee! o tomando en cuenta el 

comporta.mi ente 1 t neal de cada una de 1 as gráficas, (veAse Fi

guras 1.1 a 1.8 y 2.1 • 2.10>, obteni•ndoae aei los resulta-
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dos que se muu~tran ~n la Tabla 4.1. 

Con el fin de de transformar los valores de la taaa pro

medio de producción de etileno en unidadea de fiJac10n de ni

lróy~no atmosférica su uso un fat.tor numérico de conver

s1 ~r1 (~Udse Figura 4.1). 

Se r~qwií.!ren de do!. electrones para reduc.ir ~1 acetileno en 

etileno y seis para la reducción del nitrógeno mclecula.r en 

amoniaco. Ee.la rL?lación ha persuadido a mucho& •utores pa ra 

adoplclr el factor di:'.' ci:1n\IE-!1·s1ón t.eórlco de un tercio de ni

tr<.tgeno malt!cular reducido por acE.<tileno reducido. Sin E!n1bt.1r • 

go, lii dli"t.erminaciOn a:<pet·lmP.n~~'t do los factor•• parecen vaM 

t ldr 1.mlni Uifer1:>1,t1n-, 1¡lt;lC?md.G e:-cperir1C:11l.,1loe. de deinde ha rL'· 

'=mlhulu ur1 intervalo de factores entre 2 y 2~. 

rd'A medir 1,, tftfi~ de fijación d~ nitr·ogeno at~oqf~rlco 

se ~.~u1Jtó Ql factor nl1m~ricc de conversión do ~.4 emplPado en 

lri.tiaJuc. .• previoH pLtra. comuntd.-\des mic:robianas oe.tro.tificad,,'i., 

Una ve.: obtenidos los valore'l prom•dio d• la HJacióo dt> 

nitroye:n1.J molt.•c.uJar, füt pr·oce-ttlo ¡, ld tonvarsión de unidader. 

t.m ppm/cm2/hr por g/Ha/ai'.íri <veait::;e Tabla 4.2). 

Lu t.:omparüci011 tJe ltll:::i valor~• de fijaciOn biol6Qica \Je 

nlt1 Oi:i:...:~no ulmosf~ric:ll dE" este t.rabajo tl.'2'2 a 23.:Z(J •J 

N/ll.3./ai\oi e.en los reporlatJoa por Stal y col., 1qe4, <8,000 A 

1,JOO g N/Ha/L-\ño>, indlcan qu~ la~ c:.omunldadtii'i mir:robianat1 de 

ouc:-rc1·u Neurt1 llevc:in" t:>ibo f1Jat:1ó11 de nitróQeno dou ortt1• 

nu:i de may11i tuLJ meno!:a que lo r 1.>pur1 ado pdrrl le'!. la.pete~ nii · 

t:r obl anus de 1 Mar dE'l N~1r t t·. 
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TABLA 4,1. TASA PROMEDIO DE PRODUCCIDN DE ETILENO ppmlcm21hr. 

CONDICIONES DE INCUDACION 11 Charco .. '5 11 "Charco 4t 8 11 

10 'Y. acetl leno-luz 0.0627 0,0315 

10 % acetileno-obscuridad 0.0510 0.0240 



FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO 

NH3 

• NaN + H2 H-N=N-H 

~ 

' N ITROGENASA 

~ (J 
H 

H-c:c-H + H2 : C= C -
H 

REDUCCION DEL ACETILENO PARA EVALUAR 
LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO 

H 

H 

Figura 4.1. Dlagrama de la actividad de la nttrogenasa sobre 
nitrógeno molecular y acet i 1 eno. 
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TABLA 4.2. TASA PROMEDIO DE FIJACION DE N2 g/Ha/año. 

CONDICIONES DE INCUBACION "Charco tt 5" 11 Charco # 8 11 

10 ~acetileno-luz 3.69 1.Bb 

10 t acetileno-obscuridad 3,00 1.40 
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Como se ha discutido en trabajos previos, existen varias 

fuentes de error en el uso de los factores de conversión di-

recto& o teóricos empleados en ta transformación de los datos 

de la reducción del acetileno en valores que corresponden a 

la fijación de nitrógeno atmosférico. Esta inconveniencia se 

incrementa a~n mAs en sedimentos que presentan potenciales de 

DKido-reducción menores que cero y quiza son algunas de las 

&Kplicaciones referentes a los bajog valores de fijación de 

.nitrógeno reportados en esta tesis. 

Los resultados de las Tablas 4.2 y 4.4 Indican qua el 

11 Charco s 11 es más eficiente 
r.1 

que el "Charco 8 11 en rel aci On a 

la actividad de la nitrogenasa y parece ser debido al cante-

nido microbiano. El principal productor primario en el 11 Char-

co 5 11 es una cianobacteria sin heterocistos del género Q.!!:1-

~' que se sabe es capaz de fijar nitrógeno atmo&féri-

e.o, mientra• que en el "Charco 8 11 no existen productores pri-

marias oxig•nicos abundantes fijadores de nitrógeno de donde 

se supone que la actividad de la nitrogenasa no se limita a 

la capa superficial tambitn esta representada por bacterias 

fototróficas anoxig~nlcas, quimlolitoautotroflcas y heteró-

trofas de las capas inferiores en ambas localidades. Este 

planteamiento se ve apoyado por los experimentos de 

luz-obscuridad, sin embargo puede notarse que la luz estimula 

favorablemente la actividad de la nttrogenasa, esta ultima 

afirmación coincide con los resultados reportados por Stal y 

col., 1984. 
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TABLA 4.3. TASA PROMEDIO DE PRODUCCION DE ETILENO ppm/cm2/hr. 

Efecto de 100 nanomoles da amoniaco. 

CONDICIONES DE INCUBACION "Charco tt :5 11 ºCharco tt 8 11 

Controla sin amoniaco 0.044 

10 7. aceti lena-luz 0.395 

10 X acetileno-obscuridad 0.130 0.021 
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ESTA n-" 
SALIR ai'"1S Nll DEIE 

LA·IBlJinitA 

TADLA 4, 4. TASA PROMEOIO DE FIJACION DE N2 g/Hataño. 

Efecto de 100 nanomoles de amoniaco. 

CONDICIONES DE INCUBACION 11 Charco # !5 11 "Charco ff. 8 11 

Control-sin amcnl aco 20.00 2.60 

10 Y. acetileno-luz 23,:SO 2.40 

10 r. acetileno-obscuridad 7.60 1.22 
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Les resultados de este trabajo evidencian las interfe

rencias debidas a la presencia bacterias que oxidan hidrocar

buros. Por esta razón la actividad de la nitrogenasa no debe 

ser medida a partir de la prueba de reducciOn del acetileno 

cuando &e trabaja con muestras que proceden de sedimentos se

mianaerObicos o anaeróbicos, debido a que el acetileno modi

fica otras actividades metabólicas del sistema en estudio¡ un 

caso particular es el bloqueo de la oxidación de metano, la 

cual provee de energia y poder de reducción necesarios para 

la actividad de la nitrogenasa (de Bont y Mulder, 1976>, por 

otra parte, el acetileno presenta una gran solubilidad en 

agua y reprime la producción de hidrógeno <Hardy y col., 

1971>. El etileno puede ser inestable durante la investiga

ción debido a la presencia bacterias que oxidan este hidro

carburo <de Bont y Mulder 1 1976). Por estas ra'Zones la acti

vidad de la nitrogenasa debe ser medida con nitrógeno molecu

lar radioactivo. En particular, es conveniente emplear simul

taneamente las pruebas de reducción de nitrógeno molecular 

radioactivo a amoniaco y del acetileno a etileno <Potts y 

col., 1978¡ Stal y col., 198~). 

La prueba de reducción del acetileno en muestras de co

munidades microbiana& estableció que la actividad de reduc

cióu del acetileno no fue afectada por la presencia 100 nano

moles de sulfato de amonto <vedse Tablam ~y ,4>t ••tos resul-
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tados pueden ser debidos a la oran diversidad de procariontes 

fijadores da nitrógeno atmosiérlco presentes en el tapete m1-

crobianc1 tal es el caso de las cianobecterias, bacterias fo

totrdflca& ancn<igénicas, quimiclttoautotrof:icas y heterotro

ias, en otras p~labras, los sistemas de fijación de nitrógeno 

molecular de cada uno de lea grupos de micraarganlsmos men

cionados arriba• operan bajo diferente& siQtemas de regula

ción <Daesc:h y Mortens.on, 1972• Neilson Norlud, 1975>. 

El hecho de que &Kistan f iJadores de nitrógeno atmosf é

rico diferentes a las clanobacterl&s y de que la actividad de 

la nitrooenasa seu mas eficiente en ambientes anaerobios per

miten suponer que durante el pre-Fanerozoico eata v{a metabó

lica no solo estuvo representada en las cianobacter1as con 

heterocistoG, donde aquellos procariontes ancestrales capaces 

de llevar a cabo este proceso tuvieron una ventaja ecológica 

distintiva sobre sus competidores. 

El conocimiunto de las tasas de fijación biológica de 

nitrógeno molecular han permitido suponer que el nitrógeno de 

la atmósfera podria ser Bgotado en menos de 100 millones de 

aKos, asi qutza la fijación de nitrógeno y la desnitrifica

ciOn posiblemente evolucionaron durante el Arqueano. 

ANA~ISIS COLOROMETRICO DEL AGUA. 

El estudio calorimétrico del agua de las salinas mostró 

que contiene s1)lo cantidades traza da los compue"tos del ni

trógeno. La conc:entrat.:i on de amoniaco del "Charco tt 5 11 fue de 
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2.0 g Nllt y de 4.1 g N/lt para el "Charco tt 8 11 • La concen

tración de nitratov y nitritos estuvo cinco y siete veces por 

debajo de la concentraciOn de amoniaco por lo que na fue po

¡¡ible su cuantific:.:u:ión precisa .. 

Ani al amDniaco es la forma dominante de los compueatos 

dal nitrógeno en el agua de las s.a.linas y posiblemente es el 

resultado de la actividad desnitrificante y de la nitrogena-

&a. 

Estamos concientes de que este trabajo corresponde a una 

etapa inicial en el c:onocimiento de los estromatolitos poten

ciales, suguiriendose para el futuro lo siguiente1 

1} Para evaluar la actividad da la nttrogenasa en comunidades 

microbianas e&trat i f i ca.das deben emplea.rae simul taneamente 

los. ensayos de reducción del nitrógeno molecular radioactivo 

y del acotl 1 eno <Potts y col., 19791 Sta! y col,, 19B4l. 

2) Llevar a cabo el aislamiento da la mayoria de los micrnor

ganiscnos involucrados en la fiJat:iOn de nitrógeno atmo"B-iéricc 

para m~s tarde someterlos a las pruebas stmuttaneas antes 

mencionadas y compararlo5 con los valores aqui reportados. 

3) Evaluar el efecto de di~erentes concentraciones de amonia

co $Obre la actividad de la nitrogenasa empleando muestras de 

tapates microbianos y cultivos puras. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
Capitulo :!. lllSCU510N GENERAL. SAl.tR DE LA ilBLJ[jfECA 

Una de las inquietudes de esta tesi~ fue discutir la va-

ltd&Z de la hipótesis propuasta originalmente por Hargulls y 

col. en lqao <v~ilse Capítulo 1>. Al respecto y can baso en la 

interpretación de los resultadas de esta tesis considere que 

la hipótesis es valida en la medida de que son buenos modelos 

anAlogcs y no homólogos de lttologias del pra-Fanerozctco, 

debida a la existencia do algunos representantes de organis-

mo$ ~ultlcelulares y de su desarrollo en una atmOafera actual 

oKidant& 1 la que aeouramente no exi6tía en el Arqueano. 

La microscopia confirma que las comunidades microbianos 

E'Gtratificadas reunen los carac.ter:isticas del 11stndromt? de 

conatruc.ci dn del estromatol i to"• como soni 

a> El movimiento por deslizamiento de algunos procariontes, 

generalmente esta asociado a la presencia vainas, determinado 

en aiembros de los g•nerosi Oscl 11 atoria <puntas curvas>, l1!-

~luas, Phormtdium y Beggiatoti. 

b) La produccion de vainas pigmentadas se detectó en etano-

bacterias por mtcroscop{a de contraste de fases. 

e) La pro~ucción de viscosidad por diferentes componentes de 

ta comunidad microbiana fue demoatrada por microscopia etec.-

trónica de barrido. 

d> En cuanto a la orientaciOn de los filamentos, las observa-

clones de mlcroscopta indican ser postrados sin haberse esta-

blido par,, Ja coCl\unidad microbiana su relación con los ciclos 

dia.-noc.hc, e!3lati anales, o qui za. por aeroté.x is. 
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e> La folotáKis no se pudo establecer por microscopia pero se 

conoce la existencia de dicha actividad en miembros proca

riontes reportados en esta tesis <LOpez-Cortés 1 1qB6 a>. 

Otro aspecto paleobiológico de la tesis se relaciona con 

los mecanismos que garantizan la preservación de las células 

procariontes como mlcrofósiles. 

Se pudo conocer la presencia estrategias adaptativas co

mo sena la capacidad de moverse por deslizamiento, poseer 

vaina& o glicocálix y de recubrirse de sales minerales diver

sas, que en comparación con las poblaciones que las carecen, 

hipotéticamente les confiere a las primeras la ventaja de 

preservarse como microfósi les. 

Insistiendo con el tema de la preservación, se aislaron 

nueva9 cepas del género ~. capaces de oxidar manganeso 

y de acumularlo en la superficie las células vegetativas o 

esporas, es necesario estudiar las propiedades de los preci

pitados, ya que otros trabajos suguieren una posible correla

ción especifica entre la naturaleza del precipitado y el gru

po al que pertenece el microorganismo, por lo que se conside

ra a los precipitados como una fuente de información biológi

c•. 
La tesis también verso sobre diseños experimentales que 

permitieron establecer los patrones de división celular y de 

formación de la colonia, asl como los patrones de degradación 

celular. 
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Este conocimiento permite reinterpretar las microbiotas 

del pre-Fanerozoico que durante mucho tiempo se ha limitado 

a las algas y cianobacterias y hasta esta decada el resto de 

la diversidad procarionte ha sido considerada con base a sus 

ágrupaciones celulares tipicas. 

Debido a las alteraciones que han sufrido las rocas que 

poseen microfOsil~s del pre-Fanerozoico las determinaciones 

mlcrobiológlcas que se realizaron al inicio, en la decada de 

los 50 s, no consideraron las distorciones de las microbio

tas. Al respecto se observo la eKistencia de patrones tipicos 

de degradación celular, quedando vainas vacias, trtcomas de 

cianobacterias fraqmentados, o células con aumentos en ta

maño, que pueden confundirse con heterocistos y otras estruc

turas cululares. 

Aunque a prin1era vista parecen esotéricos los estudios 

eco10gico9 y geoquimicos de los sistemas costeros evaporiti

cos, la presente discusión incluye algunos aspectos económi

cos y aplicados de dicho5 sistemas. 

En diferentes reuniones cirmtificas nacionales se ha da

do a conocer los avances de esta investigación (LOpez-Cortés, 

198'1; López-Cortfs y Hornelas, 1985¡ LOpez-Cortés y Hernén

dez, 1985¡ López-Ccrtés, 1986 •1 1986 b) y en todas ellas se 

ha planteado una pregunta comlln: Cuáles son las aplicaciones 

que pueden resultar de los estudios realizados con comunida

des microbianas estratificadas que se localizan en ecosiste

mas hipersalinos • 



A continuación se enlistan solo algunas .de las razones 

por las cuales tiene sentido la ecología microbiana de los 

sistemas costeros evapori tices y si mi la.res. 

1. Los ecosistemas hipersalinos, de Baja California que se 

estudiaron, 
0

presentan diversos tipos de comunidades microbia-

nas que se desarrollan a diferentes concentraciones de sales 

minerales, al respecto se ha establecido la pregunta de si 

las c~lulas procariontes participan en los procesos de preci

pitación de los iones disueltos <véase Figura 5.1). En otros 

laboratorios se han diseñndo modelos de precipitación de 27 

iones de los cuales al menos 19 de ellos estan controlados 

por procesos biológicos, que provocan cambios en la secuencia 

de evaporación y por lo tanto en la precipitación dn sales 

minerales. 

Diferentes tipos de células procariontes de las comuni-

dattes microbianas estratificadas son el factor m.ts importante 

en la producción de grandes cristales evaporiticos limpios 

como la halita, aragonlta y yeso. 

2. En las columnas de agua de los ecosistomas hipersalinos 

esta bien representada el alga Dunaniella qua ha desarrollado 

Bistemas osmoreguladores de interés en biotecnologia como son 

al glicerol, am1no4cidos, carbohidratos y alcoholes polihi-

dricos, que le permiten sobrevivir en estos ambientes eKtre-

mas • 

3. Los sistemas costeros evaporiticos muestran una ventaja 

energética obvia, relacionada con la radlñción luminosa, que 

e5ta en cantidades ilimitadas. 
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Figura ~.l. Cristal•• d• yeso, por d•baJo •• oba•rva un fila 

m•nto de cianobact•ria 1,eoo x. 



Las bacterias fototrdficas anoHigénicas y cianobacterias 

produ~en bitumenes a través de su actividad fotosintética, 

además de que son organismos quo estan bien representados en 

estos ambientes. 

4. Se puedan implementar cultivos masivos de cianobacterias 

que no poseen heterocistos y ser fijadoras de nitrógeno mole

cular, dtil en la producción de grandes cantidades de proteí

na especifica para la alimentación de pollos y peces. 

3. La agricultura en Baja California se ve limitada, por un 

lado, debido a sus suelos salinos y por otra parte a la falta 

d• agua para riego, Sin embargo, la ingenteria genética ofre

ce el desarrollo de la agricultura en ambientes moderadamente 

••linos, empleando vegetales halotolerantes del tipo de las 

gramineas y solanaceas, La metodología del ADN recombinante 

permitirá posiblemente la adaptación doméstica de vegetales 

de un ambiente de agua dulce a suelos salinos. 

6. Los depósitos fdsiles de sal estan relacionados con estra

tos ígneos y reservarlos de petrdleo. 

7. Los· ambientes del tipo salina son auMiliares en la com

prensi On de depOst tos. de fosfatos del pre-Fanerozoi co. 

a. Los geoldgos petroleros y geoquímicos especialistas en or

ginica han concluido que mucho, sino la mayoría de los hidro

carburo y sistemas generadores de gas, en el pasado, estuvie

ron relacionados a los margenes oceénicos evaporiticos tipo 

sal tna. 
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Las cercanas relaciones entre las biotas microbianas de 

tapetes modernos y fósiles proporcionan numerosas oportunida

des para la colaboración e~ lnvestigacionos sinergistas entre 

paleantdlogos, microbiólogos, sedimentOlogos y geoquimicos. 

Espero que los puntos de esta dlscusion conviertan más 

atractiva asta ltnea de investigación a la sensibilidad de 

las instituciones nacionales que patrocinan la investigación 

cionttfica, sin olvidar que serán nocesarios más estudios en 

esta dirección, considerando el hecho de que el hambre y las 

carencias de tecnologias e industrias .lproptadas y simples, 

son tipicas de los paises en los quo SE' localizan los mejores 

sistemas costeros evaporlticos que contienen comunidades mi

croblanaa estratificadas y que en la actualidad se encuentran 

en estudio por diversas instituciones eMtranjeras y no nacio

nales. 
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