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REBUMEN, s

LAB COMUNIDADES MICROBIANAS .EBTRATIFICHDAB DE BAJA CALIFOR~
NIA, MEXICD: UN MODELD HIPOTETICO PARA LLOB MICROECOSISTEMAS
MDDERNOS Y DEL PRE-FANEROZOICO.

La cuenca hipersalina de 1la lLaguna Figumroa, sitin
"Charco del Norte", Baja California Morte, México, presonté
pariodos largos de inundacién durante loo aRos de 1979 y
1980. En esas condiciones la actividad fotosintética y conse-
cuentemente el crecimiento del tapats microbiano estuve li-~
mitado. iLos estudics de microscopia do muestras obtenidas en
19682 y 1984 apoyan la idea do una sucesidén secundaria de la
comunidad microbiana. La aparicién de novo del productor pri-
mario original y principal, la ciancbacteria MiGrgcolgum, que
presenta varios tricomas snvueltos por una vaina comin estd
restringida al pantano wmalino., El crecimiento y degradacidn
de los tapetes microbianos es de utilidad en la identifica~
cién e interpretacion de low microfdsiles del
pre-Fanerozoico. También fueron aisladas cuatro cepas tel gé-
nero Bacillum, capaces de oxidar manganeso de los sitios
“Charco del Norte” y “"Pentapus", Baja California Norte. Las
cepas CHN-34-80-L, CHN-34-80-0B y P2-V-83-2, se compararen con
el microfésil Eoastrion de 1la Fornacidn de Hisrro Guntlint
con una edad de 2,000 millonas de afos que se sncusntra en el
escudo continental de Canadd vy Warrswoonella radia del Super
Grupo Pilbara en Auatralia a la que se le caloula una anti-
guedad de 3,500 millones de afios. La morfologis singular de
las cepas antes citadaw y su capacidad para precipitar manga-
neso, incluye a la cepa P2-V-B83-3, son algunos ds 108 aspec-
tos que posiblements participan en la pressrvabilidad de las
células procariontes como microfosiles.

Por cromatografis de gases, ae hizé sl snsayd de raduc-
cidn de acetileno en wetilent con muestras de tapetes micro-
bianos de Guerrero Negro Baja California 8Sur, Ménico. Los re-
sul tados moatraron que aungue existe una tasa de ¢1 jacién de
oitrageno da 1.22 a 23.30 gN/Ha/affo, #sta poca confiable
debido a 1a alta diversidad microhiana y prevalencia de mi~
croambientes anasrobios. La adicién de 100 nanomoles de sul-
fato de amonio no 4nhibi6é la actividad de nitrogenasa posi-~
blemente porque no todos lom fijadores de nitrigeno molecular
presentan los mismos sistemas de retroalimentacién sn presen-
cia amoniaco.




ABBTRACT

STRATIFIED MICROBIAL COMMUNITIES FROM BAJA CALIFORNIAL
HYPOTHETIC MODEL FOR THE MODERN AND THE PRE-PHANEROZODIC
MICROECOSYSTEMS.

In the hypersaline basin of Laguna Figueroa, "North
Pond" site, Baja California Norte, Méxicop long lasting ¢lo-
ods cccured in 1979 and 1980. Under these conditions the pho-
tosynthetic activity and consequently the gQrowth of¢ the mi-
crobial mat were limited. Phase contrast and BEM microscopy
of samples from 1982 and 1984 suggest a secondary sucCesuion
of the microbial communities. Reappearsance® of the original
and main primary productor, a cyanobacteria with sevaral tri-
chomes and surrounded by a common sheath (Microcoleus) is re-
cognized. The growth and degradation of the microbial mats
can be used for the identification and interpretation of the
pre-Phanerozoic microfossila. In adition, four straing of
manganese-oxidizing bacteria (Bacillus) were {solated from
"North Pond" and "pPentapus" sites, in Bajfa California Norte.
The strains CHN-34-80-L, CHN-34-80-8 and P2-V-B3-2, are
compared with the microfossil Eonastrign Gunflint Iron Forma-
tion, Canada (2,000 Ma old) and Warrawoonella radia ¢rom Pi]-
bara Supergroup, Australia (3,500 Ma old). The distinctive
colonial morphology of these strains and their capacity to
precipitate manganese (including P2-V-83-3) might suplain me~
chantsms for the preservability of the procaryotic cells. The
acetylene reduction assay was made by gas chromatography with
samples of microbial mats from Guerrero Negro, Baja Califor-
nia Sur, Mexico. The rates of the nitrogen fination t.22 to
23.30 g N/Ha/year, however, they are questionable, becauss
the high microblial diversity and the prevalance of anasrobic
microenvironments. The addition 100 nmols ammonium sulphate
did not inhibite the nitrogenase activity, it id possible be-
cause the ammonium feedback systems from the nitrogon fiwing
organisms are differents.
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Capi{tulo 1. INTRODUCCION GENERAL Y DBJETIVOE DE LA TESIS.

Los fdsiles del pre-Fanerozoico abarcan edades que van
de 3,800 a 570 millones de afos antes dal presente y puasden
agruparse &n tres categoriae ampl iaoy
1) estromatolitos, 2) megafisiles de algas y 3) microfésiles.

Los estromatolitos son los fésiles mas sobresalisntes
encontrados por los geoldgos de campo que trabajan en terre-
nos pre-Fanerozoicos, éstoa y los microfosiles se han encon-
trados en rocas de 3,500 millones de afom {(Knoll y Barghoorn,
1977, Awramik, 1982, Awramik y col. 1983, Bchopf, 1983).

Lot estromatolitos son rotas laminadas cuyo origen esta

. claramente relacionado con la actividad de comunidades micro
bianas, las tualaﬁ por su morfologia, fisiologia y arreglo mn
el espacio y tiampo, interactuan con el ambiente flistcogquiml
co para producir un patrén de Jlaminacidén que es retenido en
la estructura final de la roca (Krumbein, 198%).

Dtros fdsiles son de algas macroscopicas que alcanzan
dimensiones de varios milimetros de didmetro y se han recono-
cido en rocas tan antiguas como de 1,300 millones de aKos,
las que se consideran evidoncias inmgables de la prasencia
ctlulas eucariontes. 5in embargo, las macroalgas Gduilon [ 1]
raras en el registro del pre-Fanerozoico (8B8chopé, 1977) Awram
ik, 1932),

Los microfésiles pueden © nb lotalizarse asociados a las

- laminaciones de estromatolitos, ambos tipos comunmante se



preservan como micropstructuras Qque corrssponden a parcdes
organicas de tamafo, forma vy organizacion vurtabla.(nurlmlk,
1982). .

Las microbiotas no estromatoliticas incluyen microfosi-
les benténicos y plancténicos. Estos dltimos han sido llama—
dos "acritarcas” y por definicidn son parsdss organicas esfs—
ricas de posicion taxonomica incierta (Awramik, 1982).

En 1o qQeneral los microfosilas del pre-fanerozoico we
praservan en matrices minerales de dxidos de silicio camo ml
pedurnal y las lutitas (Knoll y Barghoorn, 1977).

En 1a actualidad existen zonas rastringidas de lagowm,
ain los permanentemente FublnrtOI’ per hielo del Antartico,
pantanos, manantiales calientes y frios, planicies de marea,
batias hipergsalinas y fondos ocednicos inhéspitos al desarro-
11o da plantas y animales, due pusden estar ocupados por co-
munidades nrtnpetEI microbisnos axuberantes conformados prin~
cipalmente por células procariontes (Walter, 19763 Awramik y
col, 1978). Begin Krumbein (1963), estos sietemss microbisnos
laminados deben llamarsw “"estromatolitos potencisiss". Los
sistemas laminados no consolidados, relacionados claramente
con la actividad de comunidades microbianas y fracuantamente
1lamados "estromatolitos retientes" o “"estromatolitos vivos"
los definen como ‘'"sstromatolitos potenciales®.

Existen técnicas disponibles para estutdiar en =1 campo
el crecimiento y funcisn dm los estromatolitos potenciales,

Los datos obtenidos son essnciales para la interprestacion del



medio amblente, de la mmrfnlbgia y distribucidn de las miwe-
mos, Be tiene la esperanta de que este tipo de trabajos ton-
duzean a investigaciones scoldgicas sobre 3os estromatolitos,
ya que tales estudios proporcienaran infarmacion sndispensa=
ble para la interprotacidn del material §fdsil (Brack, 19783
Etolz,1983) Krumbeln, 19683).

Las comunidades micrabianas sstratificadas sn mmdimentos
laminadoe de la Laguna Figueroa de Baja California Norte, han
sitdo pbjeto de varios estudios, En estas investigaciones se
han comparadn sston sadimentos lamipades modernos con ague-
1las preservados en el regintro f6s5i1 del pre-~Faneroxoico.

El grupo de Horodyskl astudié la zona de la Lloun‘ Fi=
guaroe a principio de la década de 1970, y di6 a conocer di-
varsas comunidadens repressnitadaw por los tapwtes mamilares de
EnthOEH!lIlil. formados por células cocoidales snvusltes sn
una vaina viscasa, las borlitas de Lyngbya corrsapondisntes a
arganismos fototroficos oxigénicos de aspecto filamentaso y
finalments las comunidades microblanas estratificadas o tape~

tes microbiancs laminados de Microcoleus, gue fueron inter-

pretados entonces comty auxiliares en la compransidn de depd-
siéns del pre-Fanerozbico que contienen microfosiles preser-—
vadas. Horoadyski satablecid la estructurs te las comunidades

aei como lom patrones de degradacien y los proceaps de ssdi~
mentacion que tomaron parte en su formacidn y estudid con in-
terds principal a las cianchacterias (Horodyski y Von Dar Ha~

ar 1978y Heorodyski, 4977) Horodyski y col. 1977%.



Desde 1779 1 grupo de Margulis ee propusd, entre otros
eatudios, caracterizar nunvns. compenentes microbianos de la
comunidad estratificada, en particular las bacterias heterd-
trofas, fototrdéfas anoxigénicas, sulfato reductoras y otras
{Margulis y col. 1980), 6in embargo, los trabajos microbiol 4~
gicos sohre estos organosedimentos laminados demuostran que
todavip falta estudiar muchos aspectos de la diversidad mi-
crobtana (Margulis y col. 1980},

El conocimiento de. los miembros microbianos gue habltan
y construyen el estromatolito potencial e ha incrementado,
la identificacion incluyer un vibrio marino productor de un

pigmento rojo, la prodigiosina, del género Bennckea (Blovan-

noni y Margulis, 1%81), una npueva cepa de Bacillus megetorjun
altamente tolerante a la sal vy Arthrobacter (Gong-Collins,
1986), una ¢epa eurthalina de Bacillus lisheniformis (Lo-
pez-Cortés, 19682) varios productores primarios procariontas:

Thiocapsa pfennigii, Chromatium sp., Chleoroflexus sp. (Stolz,

1983) Hargulis y Stolz 1984), vy varios ciliados marinos que

comprengen as  Euplotes, Cyclfdium, Paranohprys (Margulis y

col, 1Y83) y un amiboflagelado Paratetramitun jugosus (Read y

col. 198%.

En Guerrero Negro, Baja California Sur, fMéxico, ee an-
cuentran los estangues de trabajo para la extraccidn de hali-
ta. £stos cstanques presentan comunidades microbianas estra-

tificadas exuberantes, semejantes a las de la Laguna Figuoroa



(Awramik y col. 19783 Javor, 19791, E1 Charco # 5 preusntd en
abril de 1985 una salinidad de 8.6% y su contenido microbiano

estaba representadp por Opcilliatoria limnotica, 0. galina,

Microcoleus, Chloroflexus, Peggiatpa vy Thicploca & una tempe-

ratura de 21 €. El Charca # B en el mismo aKo tenia una woli-
nidad de 13.8% y ademds la organizacién y contenido microbia-
no también fue distinto, presentd diatomeas como Nitzchia,

Aémphora, Naviculs y procariontes como Chloroflexus, Microco-

1sus y Baggiatoa, a una temperatura de 22 C ( D'Amelio y col.
1985,

. El programa "Planetary Biology Intern" patrocinado y ad-
ministrado por el Marine Biological Laboratory de Woods Hola
MA de los E.U.A. brindd al autor la oportunidad de trabajar
con las comunidades microblanaes estratificadas de Guerrerc
Negro Baja California 6Sur, Meéxico., El trabajo experimental
sohre estas muestras se realizoé en ml NASA Ames Ressarch Cen-
éer Moffett Field CA, bajo 1la supervisién del Dr, Rocco Man-
cinelli. El capitulo 4 de =ata tesis presenta los resultados
relacionados con la fijacién de nitrdgeno molecular asociada
a las comunidades microbianas estratificadaa de Guerrsro Ne-
gro, con base en 1a prueba de reduccién de acetilenc en eti-
leno evaluada por cromatografia de gases y un detoctor de io-
nizacion de flama.

En esta investigacieén se obtuvierdn datos que permitiran

cuestionar la siguiente hipoteaist



Las comunidades microbianas estratificadas en ssdimentos
laminados de Baja Califarnia, MHMéxico, quiza proporciaonan un
modelo gue representa a ciertos aspectos de la palepscologia
del pre-Fanerozoicoy ésto, apoyado por la anamsrcbiaomis preva-
leciente, la escasezr de plantas y animales v la presencia da
poblacicnes masivas de microorganismos #fototrdficas que depo-
gitan sedimentos laminadoe ricos en carbono.

Los nbjetivos de ssta temnis som
i. Enumerar cambips bcurridos en 1a comunidad microblana ss-
tratificada de la localidad "Charco del Norte” debidos a
eventos climaticos dréasticos,

2. Identificacién moréolégica, bioquimica y fisioldgica de
cuatro cepas bacterianas capaces de oxidar manganeso divalen-
te, provenientes de "Charco dal Norte" y "Pantapus", Bajs Ca-
lifornia Norte, Méxica,.

3, Descripcidn de la morfologia celular de las cepas hacte-
rianas que oxidan manganeso divalente, cuando ae dassrrolian
eh medio "K" ligquido y sdlido y medic de scetato de mangansso
0.002%, ademds de evaluar su capacidad de oxidar manganesc
divalente,

4, Determinar la tasa de fi jacidn de nitréogeno malecular asa-
ciada con las comunidadas microblanas astratificadas da Gue-
rrero Negro Baja California Sur, por el método de reguccién

de acetileno an etilena.
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Capitulo 2, PROCARIONTES EN ESTROMATOLITDE POTENCIALESE UN
MODELO DE SUCESTON MICROBIANA.

2.1 RESUMEN.

L.os estromatolitos potenciales de la cuenca hipersalina
de la Laguna Figuerca, localidad YCharco del Norte” han su-
frido cambios dramiticos d581dn a los periodos prolongados de
inundacion en los a¥eca de 1979 y 1980, Esta inundacién coloco
por encima del tapete de "Microcoleus", 1,0 cm de sedimento
silico clastico, el cual limitd la actividad fotosintetica y
por lo tantn, el deposito de sedimentos laminados. La totali-
dad del proceso de crecimiento y descomposicién del tapeste
laminado, puede ser de gran utiiidad en la interpretacidn pa-
leontolédgica de litologias del pre-Fanerczolico y regquisre de
‘més estudios (Awramik, 19823 Avwramik y col., 1978) 1983
Brﬁuk, 1976} Francis y col., 19783 ¥Knoll y Barghoorn, L977)
Schopf, 197735 1983).

En este capitulo se describsn las técnicas usadas para
la obtencién de datos que permitan postular un procesa hipo-
tético de sucesién microbiana secundaria, en la que se reco-

_noce la reaparicién de una ciancbacteria del género Microco-

leus, el productor primario original y principal de sstas co-
munidades microbianas estratificadas hasta el verano de 1979,
Se presentan los resultados de 1los lntﬁdtn‘ de microuéupll
fotonica y electrénica de barrido de las :nmuﬁtdldil micro-

bianas estratificadas de la lotalidad "Charco del Norte" cb-



tenidas en @l verano de 1984, log# que permniten suponer un
proceso ecol 4gico de regeneraélen de las capas vardo y roja.
La nueva capa verde de 1.0 mm de espesor muasstra la pre-

sencia de Microcoleus, QOascillatoria, ormidium, Bpirulina vy

Lyngbya. Las bacterias fototroficas anoxigénicas caracterizan
l1a capa roja de 1.0 mm de espesor, localizada por debajo de

12 nueva capa verde.



2.2 INTRODUCCION. .

Las comunidades microbianas estratificadac son ecosiste-
mas complejos gque contienen uwna gran diversidad de ecpecios
bacterianas. El estudio de sus componentes microbianos ho gi-
do limitado a especies que s8on facilmente identificablem en
el campn y que pueden €cr aisladas y cultivadas, Las clano-
hacterias, bacterias pirpuras y an manar grado las bacterias
verdes fotosintdéticas pueden ser {dentificadan a partir de
muestras de campo, por Bu tamafo, morfologia y pigmentacién
{Brock, 197&) Golubic, 197&; Truper y Kramer, 1981). El oxa~-
men de las muepstras de campo por microscopia fotonica tiene
sus limitaciones. Para el estudio detallado de las formas ti-
picas, el aislamiento y cultivo permiten la caracterizacion
y la identificacion de los componentes microbianos de lon es—
tromatolitos potenciales, nn sdlo para identificarlos sino
con propésitos de entender las condiciones medio ambientales
y paleontoléglicas (Golubic, 1974) Rippka vy col., 197%9) Bta-
nier y col., 1980). 6in embargo, los miembros de la comuni-
dad, factibles de ser cultivados y aislados, pueden no mer
especies predominantes en el campo (Stolz, 1984), Aungue las
caracteristicas figioldégicas y morfologicas son la base para
la clasificacién de 1los procariontes en diez y seis phyla
{Margulis y Schwartz, 1982), esoz phyla también puedan eer

identificados por su morfologia ultraestructural,
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2.3 HISTORIA DE CAMPO. .

La Laguna Figueroa se encuentra al norte do la Bahia do
San Quintin, ewstado de Baja Califaornta Norte, México, yace en
uha cuenca inhundable e hipersalina. La localidad de estudio
“"Charco del Norte® ha estado sujeta a procesos periddicos de
inundacidn-desecacidn (véase Figuras 2.1 A, B, y C). La Lagu~-
na Figusroa mide aproximadamente 16 km de longitud y {1 %m de
anéhc. s encuentra a lo largo de una harra de dunas asocia-
das a las playas del Océano Pac{fico. La extansion do fa pla-
nicie de evaporitas varia notablemente dae acusrdo con las
condiciones temporales da la astacidn del ako. Las lluvias
abundantes del invierno de 197% y 1980 convirtieron la plani-
cie en una laguna de agua dulcea. La localidad parmanecid
inundada durante todo el afc de 1980, hasta »l verano de
1981, cuando se desecd nuevamente. E1 nivel de la inundacidén
alcanzd tres metros de profundidad en marzo de 1980 (vease
Figuras 2.2 A4, B, y C) vy produjo tambios astructurales impor-
tantes en 1a composicidn ' microbiana del estromatolito poten-
cial, que Horodyski y colaboradores (1975) 1977) describieron
erroneamente como el tapete ‘“algal” laminatdo de Microcol eus.

En 1981, las bacterias fototréficas anoxigénicas de los
géneros Thiocapsa y Chromatium sustituyeron a la cianobacte-
ria del género Mic oleug, y s8s convirtieron en los produc—
tores primarios principales de la comunidad microbiana estra-

- tificada. Los tapetes laminados tiplicos dominados por Micro-
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Barra de Dunas : 0 1km

Pantano saline

Localidad de estudio
- Charco dal Norte

Aluvidn

Planicie de evaparitas ‘

Figura 2.1 A. Mapa de
muestra 1a ubicacién de

Baja California, México. El detalle
la localidad de estudio, situada al

norte de la Bahia de San Quintin.



Figura 2.1 B. lmagen obtepida por el Sky-Lab, se apracia la
localidad de estudio desecada, cortesia de L, Margulis,

Figura 2.1 €. Imagen obtenida por avién, se reconoce s! mismo
sitio inundado, cortesia de L. Margulis,



Figura 2.2 A. Poligonos de desecaclidn de Microcoleus como se
observaron desde 194% hasta el verano de 1979, lotalidad
“"Charco del Norte'", cortesia de R, Horodyski, escala con in-
tervalos de 5.0 cm.

Figura 2.2 B. La misma locali~-
dad en mayn de 1979} el sitio
se encontré inundado por un me
tro de agua dulce durante todo
el afo da 1960,
i t————

’



coleus previos a 1la inundacién de 1979 «@ compararan con
muestras obtenidas en 1982 y 1984 y me notaron cambios a ni~
vel de la composicisn microbiana (Btolz, 1983} Gtola y Margu-

1i8 1984 y Lopez-Cortéa y col, 1984).

2.4 MATERIALES Y METODOB.

COLECTA DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de las comunidades microbianas estratifica-
das para aste sstudio sa colsctaron on los varanos de 1982
1984 en la localidad "Charco del Norte”. De las muestras de
1982 se elaboraron preparaciones wn {fresco para ser obasrva-
das coh la ayuda de un microstopio NIKON H, Con un nucleador
se obtuvieron las muestras que sa colacaron sn cajas de Petri
estériles, para mis tarde llevar a E-ba obssrvacicnes con un
microscopio de contraste de fames NIKON Labophot.

MICROGCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDD,

Para la microscopia elactrénica de barrido las muestras
s# fijaron con glutaraldehide al 2,3 % a partir de una selu-
cion concentrada al 70 7% (Ressarch Industries LADD, cat @
20100, lot # 389), diluido con una solucién amortiguadora de
citrato de seodio 0,2 My agua filtrada de la localidad, aste
procesp de fijacien fue ideado por el Dr, Chase del Veterans
Administration Hospital Laboratory of Swpulveda, California vy
el fijador fue proporcionado por el Dr. Btolz durante la ex-~
pedicidn de 1984. Por razones de distancia, las muestras se

i jaron durante un periodo de cuatro disas a 4 C , mids tarde
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las muestras se deshidrataron progresivamente# en uns serie de
diluciones de alcohol en agua destilada (50, &0, 70, 80, %0
%), durante una hora cada paso y en alcohol etilico absoluto
de una a dos horas, se secaron al punto critico del diéxido
de carbono con una secadora Techniques CPA Il. Finalmente se
recubrieron con carbén y plata en una evaporadora de vacio
JOEL JEE-~4B. Lae observaciones se realizaron en un microsco-
pio JOEL JEM-3%5 A 20 kV. El nncn&n y las cbservacicnes se
llevaron a zabo en el Laboratorio de Microscopia Electrénica
de Barrido del Centro dea Investigaciones en Ciencias del Mar
y Limnologia de la UNAM, bajo la supervisién de la bidloga

Yolanda Hornelas Uribe.

2.5 RESULTADOS Y DIBCUBION.

HISTORIA DE CAMFO.

Be presenta a continuacion una comparacion de la textura
y cambips microbianos de l1os eatromatolitos potenciales de la
Laguna Figueroa durante los veranos de 1979, 1982 y 1984 (ve-
ase Tabla 2.1 y Figura 2.3 A, B y C).
Como describieron Horodyski y colaboradores (1977), en 1977
exiatia un tapete microbiano vigoroso formados par tres lami-
nas de coloraciéen distinta, cubierto por una capa fina de mi-~
nerales evaporiticos (yeso, anhidrita vy halital, y areanas dm
cuarzo. En la lamina inferior de color verde dominé la ciano~

bacteria Microcoleus, la ldmina de color rojo presanté bacte~
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TABLA 2.1. PRODUCTORES PRIMARIOE DE LOS TAPETES MICROBIANDS.

"Charco del Norte*

ARD Y EVENTD

Antes de 1979

Inundaci én de 1979

Inundaci én de 1980

Evaporacidn de 1982

Evanoracisen de 1984

PRODUCTORES PRIMARIONSG

Microcoleus chtonoplastes
Chlorofleskus sp.
Pleurocapsa sp.
Thiocapsa sp.

Thiocapsa sp.
Pleurocapsa sp.

Thiacapsa sp.

Spirulina sp.
Pleurccapsa sp.
Oscillatoria sp.
Lynghya sp.
Chromatium sp.
Thiocapsa sp.

Bpirulina mp,
Osciliatoria ap,
Microcoleus sp.
Phormidium sp.
Lyngbya sp.
Nostoc-Anabaena spp.
Barcteriaa fototroficas

Todts estos gQéneros

pre-Fanerozoicos.

probablemente han tenido andlogos

18



Figura 2.3 A. Tapete o comunidad microbiana estratificada ob-
tenida en agasto de 1980, se aprecia e) sadimento silicoclis-
tico de la superficie (flecha).



Figura 2.3 B. Aspecto de una muestra de campo, de 1982, se
reconoce una capa notable de sedimento organico 1iso de tolor
negro (flecha) Y por debajo la laminacidn antigua.

Figura 2,3 C. Detalle de una muestra de la comunidad micro-
biana asociada a minerales evapariticeos (1982).



rias fototrdaficas anoxigénicas del &ipo de Chromatiuvm, Thig~

capsa ¥ Chloroflexus) l1a laémina de color neagra y altamente

sulfurosa contenia bacterias heterétrofas.

El tapete de 1979 {(vawse ¥Figusa 2.3 A), ae caracterizs
por ser altamente sulfuroso y por  tener en la superficie un
centimetro de sedimento silicoclastico vy yess y por debajo la
laminacidn antigua (Margulis y cel., 1980},

MICROSCOPIA,

La primera parte de l1a descripcién se reslizd a4 partir
da las observacionas de las nmuastras de campo 150 a 149, con
la ayuda de un microscopio NIKON H. R partir de las muestras
da 1782 sa detecté ml desarrcllo de un nuevo tapste ml:roﬁil-
no de Z a 3 mm de expesor, asociadn & minerales svapariticos.
l.a comunidad microbiana de 1982 prasentd nodulos nagros de
cianobacterias asociados a la lémina verde y a2 encontré por
debajo una lAmina de coler rojo que contenia los siguisntes
procariontems Dscijjatoria, lyngbys, Bpirulina, Plgurgecapsa,
Chiproflexus, Chromatium y Thiocapsa. Por debajo del tapate
microbiano nuevo £ incipiente existia una notable capa de
sedimento orgédnice liso de color negro de (0 om de saspesar,
resultado de la actividad de bacterias sulfato reductorass,
tinalmente se encontré la laminacidn antigua y la palsocorte-
za (vesse Figura 2.3 By C). Fus evidente la heterogeneidad
espacio~temporal del procesc de crecimientao del nueveo tapate
microbiang.

£n el verano de 1984 la diversidad microbiana de las ca~
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pag verde y roja se incrementd y se hiciaron patentes las di-
ferencias profundas de la composicién microbiana entrs pocos
cantlmntrn; da distancia vertical y horizontal.

Los resultados que se presentan a continuacion corres~
ponden a la microscopia de contraste de fases y elsctranica
de barrido; se emplearon para la identificacidn los criterios
de 1los siguientew asutoresy Fogg y eol., (1973)) Golubic,
{1974); Ortega, (1984) 3 Margulis vy Stolz comupicacien perso-
nal (198&4) y Walter, (197&4).

La reaparicién de Microcoleus solo se observé sn las re-
giones asociadas al pantano salino en "Charco del Norte" paro
no en la planicie de evaporitas (Margulis y Btolz comunica-
cidén personal, 1986).

Con 1a ayuda de un fotomicroscopio NIKON Labophot we
idanti¢icé a loms productores primarios mis svidentes dll‘nui-

vO tapete microbiano de 1984. La ciancbacteria Microcoleus

(veana Figuras 2.4 A y B), constructor tipico de estromatoli-
tos potenciales, se 1d-nt141c£ con base en su capacidad dis-
tintiva de formar filsmentos con varios tricomas activamente
moviles envueltos por una vaina mucijaginosa (Bolubic, 1974).
Law ciancbhacterias con tricomas de puntas curvaw caracterizan
a los miembros del género Oscillatoria (vease Flgurl 2.8),

asi como el tamafo y morfologia singular de la clanobacteria
Spirulina (véame Figura 2.6) y una gran diversidad de células

no ldentificadas.

La microscopia de contraste de fases evidencid la pre-

22



Figura 2.4 A y B, Cianobécterias de la familia Oscillatoria-
ceae, se caracterizan por presentar tricomas activamente mé-
viles y envueltos por una vaina comin gelatinosa, caracteris~

ticas distintivas del género Micrecoleus, aumentos 20 X y 40
X respectivamente.



Figura 2.5 Cianobacteriss filamentosas sin vaina singular del
género Oscillatoria, se caratteriza por sus puntas encurva-—
das, @) diametro del tricoma es de %5.0 micras (40 X).

Figura 2.5 Clanobacterias filamentosas de la familia Oscilla-
toriaceae, sin valna, de forma helicoidal, el didmetro de ca-
da tricoma es de 5.0 micras y corresponde al género Spirulina
aspeliada a miembros del género Oscillatoria, 40 X,



sencia de filamentos de cianobacterias disminuidos en velumen
con separgcidn de sus célulgs adyacentes (vease Figura 2.7).
Los miembros de la familia Oscillatoriacean presentan las ca-
racteristicas antes mencionadas durante sus primeras etepan
de degradacién (Golubie y Barghoorn, 1977; Francie y col.,
1978), Estas observaciones fueron verificadas por microsco-
pia electrinica da barrido y #e compararon con microfésiles
pre-Fanerozoicos ( vease Figuraas 2.8 A y B).

Laas envolturas gelatinosas extracelularss o vainas de
las ciancbacterias filamentosas v la habilidad para deslizar-
se fuera de la vaina, corresponden a estrategias adaptativas
que llevan & 1a construccién de e'tromntolitoi potancial es,
Como una consecuencia de este fendmeno las vainas de las cia-
nobacterias filamentosas pueden pruservarse, lo gue rcpc}:utn
an una alta potaencialidad de fosilizacién y elevada frecusn-
cia de este tipo de nmicroorganismos en el registro fésil del
pre-Fanerozoico (Bolublic y Hofmann, 1976) Golubic y Barghoorn
19773 Krumbein, 1983} Margulis y col., 1983),

La razon dé que se preserven de manera difersnte las en-
volturas y las células, quiza se deba al atrapamiento de me-
tales y sales por lpg productos extracelulares localizados en
las vainas,

El género Pseudoanabaena presenta un patrén de degrada-
cidn distintivo por el incremento en el volumen de sus célu-
las individuales y su degradacien explosiva. En el pasado se

interpreté a células voluminosas de filamentos fésiles como
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Figura 2.7 Cianobacterias filamentosas que muestran un patrdn
de degradacién caracteristico, 40 X.



A o S
Figura 2.8 A, Diversidad microbiana svidentes, sobressalas un
filamento que muestra el colapsn de una célula y svidencia
los procesos de degradacidn post~mortem, didmetro de 1.0 mi-
cras (9,400 X).

Figura 2.8 B, Micropfdéstl Jilamentoso del pre~Fanervzoico, que
presenta células colapsadas, debido, quiza a los progesos de
degradacion, tomado de Schopf, 1983.



posibles heterocistos y por .1p tanto eu asotlacidn con el
procaso hiplogico de  fijacidn oo nitrdgeno atmoafdérico, en
esta perspectiva los procesos de degradacion han permitido
replantear mstas interpretaciones. En esta direccidén, los fi~-
lamentos no legtndps de! pre-Fanerozofco guiza corresponden a
vainas vaclas da clanobacterias, més gque a hongoe o algas
verdes (Golubiec y Barghoarn, 19773 Behopf, 19B3).,

En relacion & la  formacidn de los microfésiles, lasn
imagenes de microscopia electronica de barrido muostran la
potencialidad diferancial gue tienen las cdlulss procariontes
para mineralizarse, lo que suglere, reopercute en su capacidad
de conaervaras como microféstles  (veasa Figuras 2.9 y 2.10).

iLos razgos empleadns para su identificacién se mencionan
en loa ples de +figura. Desde el punto de vista morfologlica
los componentes procariontes gue se presentan en este capitu~
lo, probablemente han tenido apAlogos pre-Fanerazolcos (AwWra-
mik, 19823 SGelubic y Barghoorn 1977y Knoll, 1977; Halter,
1974), que &d6lo se preservan como vainas, cépaulas o glicoce-
1ix v no romo paredes celulares {(Knoll, 1977).

En la interpretact on del reglatro fomil del
pre-Fanerazaico se 1legd a englobar a muchos fomilen filameh-—
tosos come microorganismos anAlogos a las cianobacterian, al
respecto es convenlente reconsiderar estas i{nterpretsciones
ya que las bacterias quimiolitotréficaa (vease Flgura 2.11),

¥ otrus procariontes pueden presentsr ena morfologia,

(8chopf, 1983},
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Figura 2.9, Tricoma de clanabacteria sin vaina, didmetro de

47 micras (320 X1,

Figura 2.10. Vaina de cianobacteria filamentosa impregnada de
minerales evapariticos y frustulas de diatomeas, el diadmetra
de la vaina es de 36 micras (780 X).



Figqura 2.1i. Tamhién =me han reconocido procariontes quimicli-
tpautotréficos parecidos a Beggiatoa, observandose la preunen-
cia inclusiones intracelulares de azufre slemsntal, el diadma-
tro del filamento es de 2.5 micras (40 X).

Figura 2.12. I".:lnnnblt:‘terus fu.amnntoul no identificadas, el
tricoma mide 1.0 micra de didmetro (40 X).



La identiftcacion par microscopia fotdnica y mlactrénitca
de barridon, pueden :nmplcmeniar lbu estudios dp microstopis
minctrénica de transmisidn realizados por Btolz, (1903;1784)
y Btolz y Margulise, (1984);y sin smbargo, s» consideran {nsu~
ficientes y requieren de westudion ulteriorss, leguii- y
Gtolz en {984 afirmardn gue la microscopia simctronica de ba~
rridc e3 insuficients para garantizar que laos brganismos que
se prenentin tomo pertenecientes al género Phormidium {(véesw
Figuras 2.13%, 2.14, 2.158, 2.14), 1lo fusran en wmfsctoy
sefalaron que sw pueden confundir con miesbros da! genero
Chlagroflaxus.

La microscopia de las nusvas capas verde y roja de 1984,
(Lépez-Cortis y Hornelaw, 1%83), evidencian la sxistencia de
una gran diversidad de células procariontes (vianm Fgura
2.17). La forma esférica de laws células, 1a agrupacion sn ra-
cimo, @1 tama¥o de 1,0 micras da diAmetro por celuia, Ia» pre~
sencia de una vaina tenue y la procedenca de la muastra son
caracteristicas singulares del génwro Thiocepea (viednw Figura
2.1 .

‘La identificacién de las célules procesriontes que se
presenta, cobrarl valar wolo st se llsva cabo sislamiaptom a
partir de indculos de tapetes microhianos en fase de creci~
miwnto, a fin de caracterizar o identificar los productarss
primarics (Rippka y col., 19793 Truper y Pfenning, 19681), de
lan diferentes capas de la comunidad microbiana astratificada

an sedimentos Jaminados,
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Figura 2.15. Ficgura 2.1A.



Figura 2.13. Ciancbacteria +filamentosa parecida al género
" Phormidium, tricoma de 0.9 micras de didmetro sin vaina, 1a
flecha indica un agregado de células cocoidales con un didme-
tro de 1.2 micras envueltas por una vaina tenus, parscidams a
Thiocapsa (2,200 X).

Figura 2.14. Cianobhacteria +ilamentosa wssptada, sin vaina,
parecida a Phormidium de 0.8 mictras de didmetroj sn el ¢ondo
se ochserva un agregado de células cocoidales parscidas a
Thiocapsa, (1.0 micra de diAmetro (35,400 X).

Figura 2.1%. Cianobacteria +filamentosa, Phormidium y ciano=
bacterias cocoidales no identificadas, de 4.5 picras de did-
metro, en proceso de gemaci4an (3,200 X),

Figura 2.16. Complejo microbiano no identi ficado compuesto
por cianobacterias filamentosas, {rustulas de distomeas, cpo-
cos y baciliog (1,200 X).

KX)



Figura 2.17. Asociacién compleja de posibles bacterias foto-~
troficas anoxigénicas, bacilos de 1.1 x 0.45 micrasy cocos de
1.0 micra de diametro, filamentos de 0.7 micra de diametro vy
vibrios de 1.0 x 0.7 micras de diametro (4,400 %).

s

Figura 2.18. Agregado de posibles bacterlas fototréficas ano-
rxigénicas del género Thiocapsa, con vaina tenue y de 1.0 mi-
cra de diAmetroj se aprecia su asociaclon con minerales eva—
poriticos (4,000 X).



2.& REFERENGIAS. .

AWRAMIK, &. M., GEBELIN, €. D. Y CLOUD, P, 19768. Biologic re-~
lationships of ancient stromatnlites and modarn analpgues. En
Environmental Biogeochemistry and Geomicrobiplegy. Ed. W. E.
Krumbein. Vol. I. Ann Arbor 6cience. Ann Arbor, Michigang
i65-178,

AWRAMIK, 8. M. 1982. The pre-Fancrozoic fossil record. En Mi~
neral Deposites and Evolution of the Blosphers. Eds. H. D.
Holland y M. Schidlowski, Dahlem Konferenzen, Barlin, Hell-
derberg, Springer New York, &7-B2.

AWRAMIK, 8. M., BCHOPF, J. W. y WALTER, M. R. 1983, Filamen-
tous fogsil bacteria from the Archean of West Australia. Pre-
camhrian Rea, 201 357~-374.

BROCK, T. D. 1974, Biological techniques for the study of mi-
crobial mats and 1iving srtomatolites. En Stromatolites, Do-
velopment in Sedimentology, Ed. M. N. Walter. Elsavier Ams-
terdam: 21-29.

FOGGE, G. E. STEWART, W. D. P. FAY, P. Y WALSBY, E. 197?3. The
blue~green alage. Academic Preass, New York.

‘ FRANCIS, &. MARGULIS, L. y BARGHOORN, E. 1978. On the experi-
mental silification of microorganisms I1. On the time of ap-
peareance of eukaryotit organisms in the fopssil record. Pre-
cambrian Res. &1 &65-100.

GOLUBIC, B. 1976. Orpanisms that build stromatolites. En

Stromatolites, ed. M. R. Walter. Elsevier, Amsterdam 113~
140,

GOLUBIC, 8. y HOFMANN, H. J. 1974. Comparision of Holocene
and mid-Precambrian Entophysalidaceas (Cyanophyta) in etroma-
tolites algal matses cell division and degradation. J. Paleoh-
tolpgy 5031 1074--1082,

GOLUBIC, 5. y BARBHIORN, E. 1977. Interpretation of microbial
fosaila with special reference to the Precambrian. En Fosoil
Algae. ed. E. Flugel, Springer New York: 1- 13,

HORODYSKI, R. J. y VON DER HAAR, 8. P. 1973. Recent calcareus
stromatolites from Laguna Mormona (Baja California) Mexico,
J. Bed. Petr. 45: 893-904.

HORODYEKI, R. J., BLDESER, B. y VON DER HAAR, 8. P. 1977. t.a-

minated algal mats from a cpastal lagoon, Laguna Mormona, Ba-
ja california, Mexico. J. Sed. Petr. 471 &BO-&94&,

35



KNOLL, A. 1977. Paleomicrobiclogy. En CRC Handbook of micro-
biology. VYol. I. Bacteria. Eds. A. I. Laskin y H. Lecheva-
nier. 2nd. ed. CRC Press, Inc., Cleveland.

KNOLL, A, y BARGHOORN, E., 1977. Archean microfossils shoWwing
cell division from the Swaziland aystem of Bouth Africa.
Srience 1981 3I96~398.

KRUMBEIN, W, E., 1983. &Stromatolites ¢he challenge of a term
in space and time. Precambrian Res. 201 493-331.

LOPEZ-CORTES, A., MARGULIG, L. y BTOLZ, J. 1984. Lam comuni-
dades microbianas estratificadan de Baja California Nerte.
Ciencia y Desarrollo CONACYT # 59 ako X nov-dic. 43-52.

LOPEZ~CORTES, A. y HORNELAS, U. Y. 198%. Ecofisiclogia ds co-
munidades microbjanas estratificadasy Un modelo de sucesion
microbiana. XVI Congreso Nacional de Microbiologia. Instituto
Tecnol 6gico de Durando, Dgo., México. 21-22,

MARGUL1S, L. BARGHOORN, E., ASHENDORF, D. BANERJEE, 8. CHAEBE,
D. FRANC18B, 5. GIOVANNONI, S. ¥ BTOLZ, J. 1980, The microbial
community in the layered msediments at Laguna Figueroa, Baja
California Mexico: Does it have Precambrian analogues Precam-
brian Res. 1l:1 93-123,

HARGUL IS, L. y BCHWARTZ, K.W. 1982. Five kingdoms, An 1llum-
trated guide to the phyla of 1ife on warth. W. H. Fresman y
Co., 5an Francisco.

MARGULIB, L., GROSDVSKY, B. D. D., BTOLZ, Jd. F.,
GONG-COLLINS, E. J. LENK, 8., READ, D. y LOPEI-CORTESB, A.
1983, Distinctive microbial structures and the
pre-Phanerozoic foasil record. Precancbrian Res. 201 443-447.

MARBUL IS, L. y 6TOLZ, J, 1984, The stratified microbial com—
munity at Laguna Figueroca, Baja California, Maxico. A possi-
ble model for pre-Phanerozoic laminated microbial communities
praserved in cherts. Origins of Life, 141 &71-479.

MARGUL IS, L. y BTOLZ, J. 1984, Comentarios a las imagenes de
- microscopia de las muestras de "Chareco del Norte", 1984, Co-
munacién personal en la Universidad de Berkeley CA.

ORTEGA, M. M. 1784. CatAlogo de algas continentales recientes
de México. Coordinacién de 1la Investigacion Cientifica, Ina-
tituto de Biologia, UNAM,

36



RIPPKA, R., DERUELLES, J., WATERBURY, J. B., HERDMAN, M. y
STANIER, R. Y. 1979. Generic assignments strainc histories
and propieties of pure tultures of ciancbacteris. J. of Benog-
ral Microbiolegy 1111 1-61.

SCHOPF, J. W, 1977. Ffrecambrian paleobiologyt Probless and
perspectives. Annual Review of Earth apnd Planetary Sciencaos,
31 213-249.

SCHOPF, J. W. (ed.) 1983, Earth's rearliest biosphere. Its
origin and evolution. Princenton University Praas, New Jer-
sey,

STANIER, R. Y., PFENNING, N. y TRUPER, #. 1981. Introduction
to the phototrophle prokaryotes. En The Prokaryotes) A band-
book on habltatse, 1isolation, and identification bacteria,
Ede. M. P. Btarr, H. Stolp, H. Truper, A, Balows y H. SBchle-
gel. Springer Berlin: 197-211,

ST0LZ, J. F. 1983, Fine structure of the stratified communi-
ties at Laguna Figueroa, Baja California, Mexico. 1. Hothods
of in aitu study of the laminated sediments., Precambrian
Res. 20: 479-492.

§70LZ, 4. F. 1984, Fine structure of the stratified communi-~
tiea at Laguna Figueroa. Baja California, Menico. Il Trans-
mission microscopy as & disgnostic tool studying microbial
communities in situ, &n Microbial mate: Stromatolites, Ed. R,
Alan, Liss Inc,, 130 Fifth Av,, New York, 10011.

TRUPER, H. y PFENNING, N, 1981, Characterization and identi-
fication of anoxygenic phototrophic bacteria. En The Prokar-
yotes: A handbook on habitats, isolation, and identification
of bacteria. Eds. M. P. Btarr, H. Etolp, H. Truper, A. Balows
y H. Schlegel. Springer Verlag Perlin: 299-312,

TRUPER, H. y KRAMER, J. 1981, Principles of characterization
and  identification of prokaryotes. En The Prokaryotent A
handbook on habjtats, isolation, and identification of bacte-
ria. Eds. M. P, Btarr y col. Springer Verlag Berlini 176-193.

WALTER, M.N. f(ed.) 197&6. Stromatolites, developments in sndi-
mentology. Elsevier. Amsterdam.

37



RIPPKA, R., DERUELLES, J., WATERBURY, J. B., HERDMAM, M. y
B8TANIER, R. Y. 1979, Generic aszignments strainu hictories
and propieties of pure cultures of cianobacteria, J. of Geno-
ral Microhiology 1131 161,

8CHOFF, J, W, 1977. Frecambrian palecbiologyt Problemns and
perspectives. Anneal Review of Earth and Planatary Sciences,
31 213-249,

SCHOPF, 3, W. (ed.) 1983. FEarth's earliest biocsphere. Ito
origin and evolution. Princenton University Frass, New Jer-
seY.

STANIER, R. Y., FFENNINB, N. y TRUPER, H, 198i. Introduction
to the phototrophic prokaryotes. En The Prokaryotesi A hand-
book on habitats, isolation, and identification bacteria,
Eds. M. P, Starr, H. Stolp, H. Truper, A, Balows y H. Bchle-
gel. Bpringer Berlin: 197-211%.

STOLZ, J. F. 19B3. Fine structure of thea stratified communi-
ties at Laguna Figuerca, Baja California, Mexico. 1. Hothods
of in situ study of the laminated sediments. Precambrian
Res, 201 479-492.

STOLZ, J. F. 1984, Fine structure of the stratified comnuni-
ties at Laguna Fiqueroca. BDaja California, Mawico. I! Trans-
mission microscopy as a disgnostic topl studying microbial
communities in situ. En Microbial mats: Stromatolites, Ed. R,
Alan. Liss Inc., 150 Fifth Av., New York, 10011,

TRUPER, H. y PFENNING, N, 1981. Characterization and tdenti-
fication of anoxygenic phototrophic bacteria. En The Prokar-
yotes: A handbook on habitats, isolation, and identification
of bacteria. Eds. M., P, Starr, H. Stelp, H. Truper, A. Balaows
y H., Bchlegel. Springer Verlag Berlins 299-312.

TRUPER, H. y KRAMER, J., 1981. Principles of characterization
and identification of prokaryotes, En The Prokaryotes: A
handbook on habitats, isolation, and identification of bacte-~
ria, Eds. M. P. Starr y cal. Epringer Verlag Berlinit 176-193,

WALTER, M.N, (ed.) 19746. Stromatolites, developmentso in sodi-
mentology. Elsevier. Amsterdam.

37



Capitulo 3. AISLAMIENTO € IDENTIFICACION DE CEPABS DEL GENERD
BACILLUS CAPACES DE DXIDAR MANGANESO.,
3.1 RESUMEN.
Ge han aislado y caracterizado bacterias del género Ba-

cillus capaces de oxidar manganeso vy / o de formar sstructu-

ras coloniales singulares. Las cepas proceden de comunidades
microbianas estratificadas encontradas en "Charco del Norte"
y "Pentapus" Baja California Norte, Ménico.

En este capitulo de presentan lom mapas de las Areas de
estudio que se hicieron en colaboracién con el programa de
investigacién Earth Watch de los E. U. A., an =l afo de 1783.

Se han identificado y caracterizado nuevas cepas de la
‘especie Bacillus licheniformis con morfologlas colonlalem vy
céluléres singulares y capacidad diferencial para oxidar el
manganeso divalente. Las cepas CHN-34-80-L Y CHN-34-80-8 pro-
vienen de las laminas negras' de la comunidad microbiana em-
tratificada de 1a localidad "Charco del Norte" del verano de
1780.

También se reporta la identificacién de lan especies Ba-
cillus lictheniformis cepa P2-V-B83-2 y Baclllus brovis cepa
p-2-Y-B3-3 obtenidas de la salina “Pentapus" en el verano de
1983,

La caracterizacien morfolégica, +fisinlegica y ecologica
de las cepas antes mencionadas, pueden ser de utilidad para

la reinterpretacidn del microfosil Ecastrion de la Formacidn
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de Hierro Gunflint, Canadd con uni adad de 2,000 millones de

afkos, qué también es similar a Warrawoonella rpgia del Oeste

de Australia con una adad de 3,300 millones de afos (Awramik
,col., 1983y Bchopf, 1983). Las morfologias singulares y la
formacion de precipitados, probablementm explican la forma=

cién de los fosiles microbianos.
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3.2 INTROQUCCION. .

El manganeso constituye alrededor del 0.1% del peso de
la corteza terrestre, se encuentra distribuido sn rocas, sue-
los, agua dulce, agua de mar y sedimentos. Aunquae op posible
encontrar varios estados de oxidaclén (2+, 3+, &4+, &+, y 7+),
en la naturaleza sdélo los comportamientos 2+ y 4+ son los maw
comunes, el sstado 3+ se presenta en menor grado. Bolo el
comportamiento 2+ se encuentra como un {dn libre en lblucion.
mientras que losd estadps 3+ y 4+ se ancusntran como manganato
insoluble. (

El manganatp 4+ ha eido conocido como depurador de va-
rios cationes, especialments maetales tales como Co+é, Nit+
Cu++ y frecuentemante se encuentran en asociacién con el ion
férrica. El estado 4+ también es la forma predominants sn una

variedad de oxidos minerales.

El manganeso es un é&lemento traza esencial para los mi-~-
croorganismos, las plantas y 1os animales, aunque a concen-
tracldneg altas generalmente es téoxico, Las concentraciones
que van de O & 100 microgramos por mililitro de Mn++ se han
estudiado en diferentes medios para cultivo del género Baci-
1lus (Charney y col., 1951).

El ién manganeso divalente, activa muchas reacciones en-

zimAticas involucradas en el rompimiento de carbohidratom y
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‘en e} metabolismo de Acidos organicos, del nitregenc y del
fosforo. E1 manganesoc se roéLt-r- en la fotomintesis y tam—-
bién participa en la superéxido dismutasa de los procarion=
tes, una enzima que proteje a la célula de los efectom toxi-
cos de] radgical superdxido que s encuentra en la mayoria de
las calulan aerdbicas, En algqunas bacterias InllrdbiCil'fl-
cultativas que no poseen superoxido dismutasa, @] M+ las
proteje de la toxicidad del oxigeno (Archibald y Fridovich,
1981; 1982).

Por otra parte se conoce una diversidad considerable des
microorganismos que pusden transformar sl mangansso (Nsalson,
19768 Ehrlich, 19803 Gregory y Staley, 1982),

8® han propussto mecanismos directos e indirectos de
transformacién del manganeso, de un estado de valencia a otro
por microorganismos (Nealson, 1983). Los mecaniamos indirec-
tos;incluyen cambios en @1 medio que rocdea a la bacteria, to-
mo modificaciones en las valores de potencial redox o de pH,
adsorcién de o6xidos preformados sobre la superficie celular o
utilizacidon microbiana de wsustratos orgénicos. Los sfactos
directos son enzimidticox o mediadom por matrices orgdntcas
que modulan la oxidacidén o reduccion del mangansao. 68 ha to-
mado compD cierto que algunas bacterias pusten cbtensr snergia
calular de la oxidacién del manganeso divalente a manganaso
tetravalente durante el crecimiento autotréfico o minotréfico

(Ehrlich, 1968 a3 1968 b) 19705 1971) 1980).
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Mientras que algunas * de las caracteristicas bibquimicql
y fislologicas de las bacterias gque usan el manganeso han
sido sstudiadas sn cultivos de laboratorio, poco se saba,
acerca de la mcologia de tales bacterias en la nnturlléza. Qn
conhoce su participacion en la tranlfnfmn:len dal manganesp &n
suslos y agua dulce (Dubina y col., 1974; Chapnick y col.,
1982y Ghiorse y Chapnick, 1983). Los ambientes marinos han
sido menos estudiados y en otrom ambientes como los pantanos
salinos se desconoce su  papel ecolégico. Aungque se sabe que
las bacterias que oxidan manganesn estan ampliamente distri-
buidas en @l ambiente marinn (Ehrlich, 1963} 19468 a) 1971
Krumbein, 1971 Nealson, 1978} y gque pueden ser ubicuas en
sedimentos de este ambiente, sélo pocos estudios han documen-
tado pbjetivamente la actividad de bacterias que oxidan o re-
ducen el mlndanesn in situ (Tebo, 1903).

Se ha sefalado que el potencial de los microorganismos
para catalizar la oiidacidn de Ma++ en un ambiente dado no
corresponde nl:euarl;menta a la actividad in situ de ssos mi-
croorganismos. Por ejemplo, la enumeracion de bacterias que
oxidan manganeso na demuestra su  actividad in situ. El1 medio
lrtlficlai eh el cual las bacterias son aisladas y contadas
imponen un ambiente definido que no necesariamant® repressnta
el encontrado en la naturaleza. La regulacién del metabolismo
hacteriano en respuesta a los cambios del medio, compuestos

ergdnico, e inorganicos de los medioe de dultlvo, complican
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adn mds las conclusiones., Ademids de que muchas bacterias que
pueden ser activas en el amLiente ain no estan disponibles
para ser cultivadas en un media artificial dado (Tebo, 1983).

Por otro lado, se han empleado las taracteristicas eatruc-~
turales de las bacterias que oxidan manganeso para la inter-
pretacion de depésitos de hierro y mangaheso que contienen
microfésiles del pre-Fanerozoico asi como las cohcrecionas
modernas (Nealson y Tebo, 1980) Nealson, 196835 MargQulis y
col., 1983},

El‘aislamtanto y la caracterizacion morfolégica, bio-
quimica y fisioldgica de cepas del género Bacillus, aialadas
de comunidades microbianas estratificadan y capaces de oxidar
manganeso, corresponden a las estapas inlciales de la investi
gacion gque intenta comprender la conservacién diferencial
que presentan las células prn:ariont-l conservadas como mi-

crofosiles en el registro del pra-Faniruzoico.

3.3 MATERIALES Y METODOS.

AIBLAMIENTO

Las bacterias reportadas en este capitulo proceden deo
las laocalidades "Charco del Norte" y "Pentapus" (veass Figura
3.1).

Ee identificarén y caracterizaron las cepas CHN-Z4-BO~L
Y CHN—35~BOLB de log alslamientos realizadom de musatras del

4rea "Charco del Norte® de 1980. Para ello se utilizd la téc-
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nica de dilucién combinada con un tratamiento térmico da 73 ©
durante 10 minutosj de cada dilucidn se tomo 0.t ml para sem—
brar an medio K (vease Apendice) por sl método de mstria ce-
rrada e {ncubadas a 30 C de 24 a 48 horas., Este proctesn se
emplea con el fin de recuperar microorganismos que desarro-
llan estructuras de resistencia como son las esporas de las
bacterias del génerp Bacillusy e! usp del medio sslectivo "K*
permite ol reconocimiento de  las bacterias que oxidan manga-~
neso.

Lun inoculos de las muestras de 1983 procedsntes de ja
salina "Pantapus” fusran colocadas en madio "K" a incubadas a
temperatura ambiente durante su transpote al laboratorio. A
las orho dias se selezcionaron los crecimientos supu2stamentwe
positivos a lo oxkldacidn de manganeso utilizando como crite-~
rio el color de 1a colonia Q la prueha do la mencha azul de
la leucoberbelina (LBE).

los cultivos puros se 1pgraron & partir de 1a técnica
antes mencionada, y se recupararon entre otres, a las cepas
F2-V-83-2 y P2-v-83-3,

MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FABEB.

Lat caracteristicas celulareap forma, agrupacidn, ta-
mafo, mavilidad, forma da la espora, posicieén, y deformacian
del esporangio se determinaron a partir de los medion "K' gé-~
lido y ligquidn y el medio de scatato de manganeso (vesse

Apendicel.
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CICLO DE VIDA ¥ FORMACION DE LA COLONIA.

La preparacidin de cAmarés para microcultivos consiste en
lo siguienter se coloca de ©.1 a 0.3 ml de medio "K" sdlido
fundido en un portaobjetos libre de grasa y estéril, una vez
fue ha solidificado se adicionan 10 microlitros do una dilu-
eion de bactertas de un cultivo puro y se sienbran en estria
con la ayuda del asa bacteriolégica, se coloca un cubrechja-—
tos libre de grasa y eatérily se sella con una mezcla de pa-
rafina y petrolatum con 1 fin de evitar la contaminacidn y
mantener la humedad, se coloca la cdmara en una caja de Petri
estéril y se incuba a 30 C . Las observaciones se !levaron a

caba con un microscopio de contraste de fases NIKON Labophot.

IDENTIFICACION BIDUUIM*CA Y FIRIOLOBICA,

La identificacion bioquimica vy fimioldgica de las cepas
se basd en las siguientes pruebasy produccion de scido, gawm y
acotoina a partir de D-glucosa, s8 emplearaon los Eadiu- My,
M2 y M3 respectivamente, hidrélisis del almidén, caseina, Qu-
latinaj desarrello anaerdébico en  agar, reduccion de nitratos
a nitritos, produccien de alcali en citrato de S8immons, pro-
duccidn de catalasa y oxidasa, utilizacién de la fenilslani-
na, crecimiento en agar y caldo nutritivo con cloruro de so-
dio al 7 % y desarrpllo a 50, %% y &0 C, (Buchanan y Gibhonwm,
19743 Norris y col., 19B81). Todas las pruebas tambien se rea-

lizaron con la cepa tipo Bacillus gubtilis & 4081 ATCC.
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OXIDAGCION DE MANGANESOD. T

La capacidad que poseen astas tepas para olidar mangana-
a0 s determing a partir de los madios "K' y acetato de man-
ganeso al ©,002%.

La prueba de LBB evidencié la prasencia de diéuido de
manganeso) para ello se agregdé de una a tres gotas del reac-~
tivo directamente a una colonia de 15 dias de edad, incubada
a 30 C, we apreciaron los precipitados azules sobre la colo-
nia cuando la prueba de LBB fue positiva y so uso control me-

dio "K" 8in la fuente de manganeso (vewse Apendicae).

3.4 RESULTADOS Y DIGCUSION.
Ge han aislado y caracterizado custro cepas puras de las

especies Bacillua licheniformis y Bacillua brmvisa,

La cepa DHN*3$—BO*L presenta una colonia de forma fila-
mantosa, margen ramificado, elevacidon montuosSa y se adhisre
fuertemente a 1la superficie del agar cuando ee cultiva en me—
dio "K" y acetato de manganeso (vease Figuras 3.2 A).

La morfologia celular corresponde a bacilos de 2.% o
3.5 micras de largn x 0.8 micras de diametro, moviles, Oram
positivos, permanecen como células vegetativas duranée las
primeras 48 horas de crecimiento a 30 C en 1S medios antes
citadus; Son bacilos +ormadores de endosporas ovalee p cilin-

i
dricas, con posicién subterminal dominante y no deforman e}
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/ esporangio (vease Figura 3.3 ). En medio "K" liquido se muss-
tran altamente polimérficas. )
‘ Las caracteristicas biloguimicas y fisiolégicas (veane
Tabla 3.1} indican que esta cepa corraesponde & la sspecie B.
licheniformis. La cepa presenta capacidag diferencial para
oxidar manganeso dlvqlente determinada con base en la prus-
_ba de LBB (véase Tabla 3.3).

Las cepas CHN-36-80-G y P2-V-B3~2 obtenidas de diferen
taes Areas geograficas son practicamante idénticas, su colania
es filamentowsa, ramificada, y montubsa, paro a diferancia de
1a antericr dsta se retira con facilidad del agar (veuse Fi~
gura 3.2 B). La morfologia celular as muy parecida a la e la
cepa antes descrita) sin embargo, los filamentos son da mayor
longitud cuando se desarrollan en los medios antes citadowm
(vease Figura 3.4). Eatas cepas también corresponden a la

especie B. licheniformis., A nivel biogquimico tienen algunas

diferencias cuando sp comparan con la cepa anterior (VEanw
Tabla 3.2},

La morfologia colonial distintiva de las cepas da la ss-
pecie B. licheniformis y su capacidad difersncial para oxidar
el manganeso divalente, son sugestivas para comprender la
conservaci an de lam células procariontes como microfdsiles
del pre~Fanerozoico.

El conocimiento de los ciclow de vida, patrones de divi-~-

6160 celular y de diagénesie de eatas células son necesarios
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Figura 3.2. Morfologia colnnial de las cepast
AY CHN-34-80~L.
B) CHN-34~80-G

Crecidas en medio "K" a 30 C durante 48 horas. Aumanto 16X,

Figura 3.3. Morfologia celular d4a la cepa CHN-36-80-L. Auman-
100 X,

Figura 3.4, Morfologia celular de la capa CHN-X4-80~G. Aumen—

ta 100 A,

Figura 3.5. Morfologia celular de 1a cepa P2-y-83-3,
A) Bacilos con endosporas. Aumento 100 X.
B) Agregadon de asporas libres con okidos de manganeso. Au-

mento 100 X,
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de tomar en cuenta para la reicterpretacidn de los miccofosi-
les preservados en pedernal y los estromatolitos con matrices
mineraies de dxida de silice.

Ante to antes seRalade se postula, en esta tesis, que
las cepas descritas son andlogos modernos de los microfdsilen

del género Epastrion, que se ha comparadoe con una asociacion

simblética de bactertas modernas del  genéro Metallogenium

{Zavarzin, 1981). También preszentan una gQran similitud morfo-
léglca con otro microfésil recientemente descrito (AdWramik y

col.y 1983, referido como Warrowonella radia (vedse Figura
3.4).

t.a cepa P2~V-83-3 a las 48 horas de crecimiento presenta
una colonia de forma circular, con un margen entero, es elo-
vada y e ratira con facilidad del agar, ademas de fgue estas

rolonias sB caractarizan por desarrollar un caler pardo in-

tenso lo que indica la presencia de precipitadas de dioxido
de manganeso, deﬁpuéa de gquince ‘dias de crecimiento an nedio
"K" e incubadas a 3I0 C,

En medio con acetatn de manganesp al 0.002% las colonias
son de forma irregular, margen filamentose, elievacién montuo-
sa y e pueden retirar con faciiidad del agar.

Las colontas de 48 horas de edad en lon madios antes ci-
tados, estan copstituidas por células en forma de bacilo, mo~
viles, colaracién al Gram vartahlé,

de 3.5 a 5.0 micras de

longitud vy 1.0 micra de diadmetro, para este tiempo ya se ob-
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TABLA 3.1, CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DE LAS CEPAS CHN 36-80-L CHN 36-80-G,
p2-y-83-2, Bacillus licheniformis y B. subtilis e 6051 ATCC

PRUEBAS CHN 36-80-L

. Colonias
adheridas

Forma de la
espora

Deformacidn
del esporangio

Posicidn de la
espora

Acido de D-glucosa M-1
Gas de D-glucosa M-2

Produccidn de
acetoina M-3

HidrG1isis de:
almiddn
gelatina
caseina

Desarrollo en agar
anaerdbico

Produccidn de
atcali en citrato

Desarrollo en agar
nutritivo con NaCl al 7%

Desarrollo a 50-55°C

¥ = varfable, E = eliptica o cilindrica, T = terminal a subterminal, C-= central
Las caracteristicas del B. licheniformis fueron tomadas de Buchanan y Gibbons, 1974,

< +

4+

+
+

CHN 36-80-K

p2-y~83-2

B, licheniformis

\

+

B, subtilis e
6051 ATCC



TABLA 3.2,

PRUEBAS

Forma de la espora

Deformacidn del
espordngio

Posicion de la espora

Acido de D-glucosa M-1
Produccidn de acetoina M-3
HidroTisis:

almiddn

gelatina

caseina

Desarrollo en agar anaerdbico
Produccitn de alcalf en citrato

Desarrollo en agar nutritivo
con HaCl al 7% ‘

Dasarrollo a 55-60°C

CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DE LA CEPA P2-V-83-3

P2-y-83-3

ug cr
- +/-

+

B. brevis

B. brevis y B. subtilis e
6051 ATCC

B. subtilis e
6051 ATCC

+ o+ oot

+ + +

£ = eliptica o cilindrica, CT = central a terminal, ? = sin determinar,
Las caracterfsticas de! B, brevis fueron tomadas de Morris, y col,, 1981 y de

Buchanan y Gibbons, 1974,



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

PRUEBAS CHN36-80-L CHN36-80-G p2-v-83-2

Intensidad

det color

café pardo

de las co-

lonias en:

Medio &in

M1$04 HZO - - -

Medic K con -1+ o+ -+
M'ISD4 H20
Prueba de la :
mancha azul -1+ of+ o/H
LB

~ ~ negativo, + = "ligeramente” positive, ++ = "medianamente" positivo,
++ = "yigorosmmente" positivo, -/+, -/++, ~/+++ = negativo/diferentas
grados de positividad,

p2-v-83-3



‘

Figura 3.46. Microfdsiles pre-Fanerozoicos y sus posibles and-

logos de 1a especie Bacillus licheniformis,
A) Epastrion. Aumento 25.5 X.

B} Warrawoonella radia. Barra 10 micra,

€) Cepa P2-v-83-2 {) y 1iil) Aumento de 40 X, i1) 20 X.
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servan bacilos con endosporas ovales o cilindricas, do posi-
cidn central a terminal, que' deforman el esporangio y que
llegan a medir hasta 2.0 micras) las esporas libres tienden a
formar agregados (vease Figura 3.5). En caldo "K" incubados
en bafo Maria de agitacidn a 30 € desarrollan su endospora a
las 24 horas de crecimiento.

El resultado de laas pruebas bioquimicas y fisioldgicas
ubican a esta cepa &entrn de la egpecie Bacillua bravia (vee-
sg Tabla 3.2),

Esta cepa es muy vigorosa en su capacidad de oxidar man~
ganeso y quiza esta actividad se deba a la accidon de la su-
perficie las esporas libres. La prueba de LBB es diticil de
interpretar cuando las colonias presantan un excesno de didwi-
do de manganeso, para ello se tomO‘unl colonia que s desin~
‘tagra en un portachjetps, se aRade el reactivo LBR se avalua
bajo el mitroscopio, de donde se puede sugerir que soh las
envolturas de la espora las responsahles del proceso de oxi-
dacidén del manganeso divalente. Un caso semejante es el gue
se reporta para la cepa 50-f (Nealson y Tebn, 1980), un baci-

" lo de origen marino.‘

El encuentro de peliculas de 6xidos de manganeso en las
localidades gengraficas de estudio y la capacidkd de trans-
formar in vitro el manganeso soluble en diéxido de manganeao
por parte de 1as cepas aqui reportadas, permiten suponer que

potencialmente tienen gran efecto sobre el ciclo local del
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manganeso, Los estudios fisioloegicon, bioquimicos y estructu-
rales de las bacterias que oxidan manganeso son 1a hawe de
los modelos & partir de los cuales se ha propuesto su papel
en el cicleo biogeoquimico del manganean.

El conotimiento de la estructura bacteriana y la tasa do
prnduﬁ:ldn de precipitados de éxidos dea manganeso, es prerre-—
gquiaito para entender la acumulacidn de manganeso en la nptu-—
raleza, como 83 el caso de los fondos marinos que sa locali-—
zan en el area 21 grados norte al sur de la peninsula de Bajia
California, México, gque es uno de loas depéwitos contemporaine-—-
os mas importantes por su abundancia en cobre, hierrw, manga-—
nesn, azufre etc. Bin embargo, la determinacidén del arigen de
1os microfésiles, precipitados de manganeso $6ail y depésitos
minerales recientes no son fiAcilea de establecer.

Al rempecto quadan por contestarse las siguientes pregun
tas:

1 ; Los precipitados de didwido da manganeso son ex-
clusivamente biogénicos ?

2) 7 Son los precipitados de dioxkido de manganmso,
procedentes de bacterias, realmente singulares ?

3} ¢ Los preciplitados que cubren a las bacterias pus-—

den preservarse comp microfésiles ?
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3.5 APENDICE.
1. MEDIDS DE CULTIVD.

A. Agua de mar artificial (Margulis, L. y col. 19B3).

CaCl2 . 2HZOD 1.45 g
MgS04 .7H20 12.35 g
KC1 B 0.75 g
NaCl 35.10 g
Agua destilada F%0.00 ml
Amortiguador Tris 1.0 M 50,00 ml

Adiciono las sales en el orden dado, disnlviandn cada una
antes de aRadir la siguiente. Dejar reposar la mezcla al me-
nom 24 horas antes de usarse.

B. Amortiguador Tris 1.0 M

HCl 37 % fumante ' 33.3 ml
Tris hidroximetilaminometano .
o Trizma Base &0.535 g

Aforar a %00 ml con agua destilada, ajustar el pH = 7.5.
Almacenar a 4 C. '

C. Medio "K" (Krumbein) Margulis, L. y col., 1983.

MnEO4 .HZ20 0.07 g
Bacto-peptona (Difeo) 1.00 g
Extracto de levadura (Difco) 0,25 g
Bacto-Agar (Difco) 7.30 g
Agua de mar artificial S00.00 ml

D. Medio acetato de manganeso O, 002%,

Acetato de manganeso
Mn(C2KH3D2)2 . 4H20

Fisher Scientific Co. 0.01 g
NH3 NO3 0.01% 1.00 ml
Bacto-Agar (Difco) 7.50 g
Agua de mar artificial 500.00 ml

.
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11. PRUEBA DE LA MANCHA AZUL DE LUCOBERBELINA LBB (Krumbhein
Altman, t973), PARA LA DETECCION DE OXIDUS DE MANGANESO.
Solucton madres Disolver 3.0 g de azul de leucoberbdelina 1 en
T §0.0 ml de agua destilada hervida (previo a 1a ebullicvian del
agua eata e8 acidificada con Acido fosfdrico). ARadir 0.3 ml
de hidréxido de amonio concentrado y aforar a 100 ml con agua
destilada. (é-ta solucidn madre puede ser almacenada por mas
de unt afa).

Solucidn para la prupgba de LPR: Preparar una solucion de LEB
al 0.8 7 con una spluclidn de acido acético al 0.8% % v/v (pH=

4,0), para ser usada inmediatamente.
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Capitulo 4. FIJACION DE NITROGENO ASOCIADA CON COMUNIDADEE
MICROBLANAS EBTRATIFICADAS DE BUERRERD MEGRO, BA
JA'CAL!FDRNIA 6UR, MEXILCO.

4.1 INTRORDUCCEON.

El programa "“Planetary PBioclogy Intern” organizado por
el Marine Dinlogical Laboratory de UWoods Hole MA de los
E.U.A,, ha impulsado investigaclones relaciocnadas con la
blosféra y aiatemas hiogeoquimicos especificos, tales al car-
bona, nhitrogenc, oxigeno, manganeso, cobre y otros. Dichas
inveatigaciones np $6in tratan de aclarar la historia de loa
ecosistemas sino también pustden ser la clave del futura, en
cuants a la splucian de problemas relacionados can ensrgét{-
cos, alimentos y salud,

El objetive general del proyecto consiste en determinar
el origen, svolucién y distribucidn da la vida en el sistema
solar (NAGA TH OB177).

él conocimiento de la participacioen de las comunidades
microbianas estratificadas provenientes de ecosistemas hi-
persalinos en el ciclo del nitrégenc no solo responde a las
neceaidades de los E.U,A., an terminos de la carrera armaman-
ticta, sino también a las de nuestro pais, tal s el caso de
1a produccion de proteina unicelular de origen procarionte,
1a seleccion de cianphacterias f1{jadoras de nitrégenn molecu

lar y halofilicas con el fin de desarrollar una biotecnolagia
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hasada en procariontes provenientes de ecosistemas hipersali _
nos, del cual México posee una de las regiones productoras de
sal mas importantes del mundo.

En este capitulo sB dan a ctpocer las técpnicas uguales
relacionadas con la determinacion indirecta de la fijacion
de nitrdgeno por parte de comunidades microbianas estratifi-
cadas obtenidas de Guerrero Negro Baja California Bur, Maxi-
co. Estos ecosistemas microbianos estan limitados en exten—
sién geografica y scn bioldgicamente notables por la ausencia
da ia mayoria de los organismos que figuran prominentemente
en el presente (Knoll, 1783).

Ecosiatemas laminados similares se encuentran en el lago
hipersalino "&plar Lake" 1localizado en Arabia (Jorgensen y
col., 197%9), "Gavish Sabkha* en Israel (Krumbein col., 1979},
¥y la "Laguna Figueroa" en México (Horodyski y col., 1977).

Investigaciones relacionadas con estos prganosedimentos
laminados sugieren que estos ecosistemas probablemente repre-
sentan anilogos contemporaneos da litologias del
pre-Fanerozoico (Margulis y col., 1780).

Las comunidades microblanas eatratificadas de Guerrero
Negro, fueron inicialmente descritas por Javor (1979)) esta
localidad esta situada en la costa oeste de Baja California
como una gran planicie evaporitica cuya morfologia es muy se-~
mejante a las de Habkha Falshakh (oeste de Qatar), Medio

Oriente, de igual manera que a 1las de el Golfo Arabe-FPersa,
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los sedimentos que se fnrman.an el margen de la playa en es-
tas salinas mexicanas son esenclialmente calcdreos y en ellos
se enctuentran tapetes microbianos bien desarrollados (Pursen,
1965). El yeso, proviene de las salinas, resultado de la alta
galinidad intersticial que es consecuencia de la evaporacidsn
capilar.

Las comunidades microbianas estratificadas de las sali-
nas de trabajo de Guerrero Negra alcanzan concentraciones de
sales que oscilan entre 5.0 y 13.0 %, Los printipales produc-—
tores primarios que constituyen el tapete de la localidad de-
nominada "Charco # 5" son cianobacterias del tipo Microcoleus
y Dscillatoria, con una salinidad del 5.0 al 7.0 % y Aphanot-—
hece, una clanobacteria, del “Charco # 8" con una salinidad
del 9.0 al 13.0% (Des Marais, 1984).

Solo estan disponibles unos pocos reportes sobre #1ija-
cion de nitrégeno atmosférico asociada a tapetes microbianos
(Potts vy col., 1978y Stal y col,, 1984; 198%).

La validez del ensayo de la tacnica de reduccidén de acetileno
puede ser puesta en duda cuando se estudian ciertos ambientes
anaerchios, particularmente aquellos cuyas comunidades bacte-
rianas usan metano y otros hidrocarburos de cadena corta
{Oremland y Taylor, 1975 de Bont y Mulder, 1974). Sin embar-
go, un el presente estudio se cuantificd la tasa de reduccion
de acetileno bajo condiciones de luz y ohecuridad, con la in-
tencldén de conocer cual es el efecto de los fotones en la ac-

tividad de la nitrogenasa.
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La actividad de la nitrogenasa depende de un sistema de
control que no es general en todos las procariontes §1i jadores
de nitrégeny atmesférico. Resultados concernientes a la inhi-
bicidn de la nitrogenasa por retroalimentacién con amaniaco
han sido conflictivos. La adicién de amoniaco no provoca una
inhibicidn por retroalimentacién sobre la actividad de reduc-

cién del acetileno por Clostridium pasteurianum. (Daesch y

Mortensan, 1972). Sin embargo, la adiclién de amoniaco a cul-

tivos de Rhodospiriilum rubrum causa un decremento rapido de

la Fctividad de reducclon del acetileno en etilena {(Neilson y
Nordiund, 1973). En 1los ecozistemas microbiancs estratifica-
dog es tomin encontrar uwna gran diversidad de células proca-
riontes fijadores de nitrégeno atmosférico, razén por la cual
se evalud la actividad de nitrogenasa y su inhibicidn.
Finalmente se analizé las concentraciones de ameniaco,

Aitritos y nitratos del agua de los "Charcos # 3 y # 8",

4,2 MATERIALES Y METODOS.
ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA.

Esta actividad fue medida por medio de la’'prueba de re-
duccién del acetileno (Bordon, 1981). Las muestras de comuni-
dades microbianas estratificadas fueron colocadas en botellas
de 4835 ml de capacidad. S8e adiciond wun volumen de 200 ml de
agua a cada hotella procedente de 1os "Charcos # 5y # 8",

En unos frascos se afadid 20 nl de acetileno ohtenido a par-
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tir de carburo de calcio (Fisher Sci., Co. C-57). Dtros fras-
cos fueron complementadns con 2.0 ml de etlleno y finalmente
atros de contral sin acetileno ni etileno.

Las determinaciones de la actividad de nitrogenasa se
llevaran al cabo bajo diferentes condiciones de incubactdns
10% de acetileno/luz, 1% de etileno/luz, ain acetileno/luz,
10% de auetileno/obscuridad, 1% de etilenn/obscuridad y sin
acetileno/ohscuridad. Las botellas fueron {ncubadas en el in-
vernadero bhajo un ctelo natural de jluminacidn a 24 C y otras
botellas permanecierdn cublertas con papel aluminia., Para
evaluar el efects del amoniaco sobre ia reduccidn del aceti-
lepo, se adiciond 400 mierolitros de una soluctién de sulfato
de amonio 0.0005 M a un lote de botellas guée contenian 10% de
acetilenn, gue fueron incubadas en la Qluz y la ohscuridad.
Otros frascos contenian 10% de acetileno sin sulfato de amo-
nio, las que funcionarson como controles.

CROMATDGRAF [A DE GABES.

La produccidn de etilena & partir de acetileno fue eva-
luada con la ayuda de un cromatografo de gasés modela Perkin
Elmer Sigma 3, que posee un detector de ionizacién de flama
de hidrégeno y un sistema de proceso de datos Shimadzu C-R3A.
e usd una tolumna de acero de & pies de longuitud, empacada
con Porppak N intervalo de abertura §0/100. El equipo mantis—
nia tostante su temperatura  (isoterma de 100 €) a 1o largo
dpl inysctar, columna y detector, El helio fue usado como €1

gas acarreador a una tasa de flujo de 30 ml/min., La tasa de
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7 flujo del hidrégeno y del aire en el detector fue da &0
ml/min y 450 ml/min respectivamente. El cromatografo de gases
fue calibrado con el gas estdandard de etileno de 984.4 y
104.3 ppm (BEcott Bpecialty Gases, E.U.A.), Para llevar a cabo
los andligis se empled 1.0 ml de muestra prnvénlente de los
gasen estdndard y de las botellas.

ANALISIE COLORIMETRICD DEL AGUA.

Para refover los cationes que interfieren en el andlisis
de las muestras de agua de los "Charcos # 5 y # B" sp ampled
la técnica modificada de Nessler { Hanson y Phillips, 1981).
Se cuantificé la concentracién de amoniaco por el método ce-
lorimétrico reportado por Verdow y conl.,{1978) y para nitra-
tog y nitritos se uso una modificacién de la técnica de Ni-

cholas y Nanson, (1937).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION.

ACTIVIDAD 'DE NITROGENAEA.

A partir de los cromatogramas sé obtuvieron los datos
que se& emplearon para elaborar 1as Figuras 1.1 a 1.8y 2.1 a
2,10, quel:orrespnnden a la acumulacidn de etilent con res-—
pecto al tiempo en horas.

La tasa promedio de produc:ion de etileno en ppm/cm2/hr
de los "Charcaos # 5 y % B" ae establecid tomando en cuenta el
comportamiento !ineal de cada una de las graficas, (vedse Fi-

guras {.1 a 1.8 y 2.1 'a 2.10), obteniendose asi los resulta-
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dos que se muestran en la Tabla 4.1,

Con el fin de de transformar los valores de la tasa pro-
medio de produccidn de etileno en unidades de fijaclon de ni-
Lroayeno atmosférico sp uso un facter numérico de conver-
sion (vease Figura 4.1).
5S¢ regquicren de dos electrones para reducir el acetilentd en
etileno y seis para la reduccidén del nitrdageno molecular en
amoniaco. Esta relacién ha persuadido a muchos autores pa ra
adopltar el factor de conversidén tedrico de un tercio de ni-
tregeno moiecul ar reducidoe por acetileno reducido. Sin embor -
go, la determinaclon experimental de leos factores parecen va-
yiar enlru Jdifereintes sistemas experimentales de donde ha roe -
suttado un inlervalo de factores antre 2 y 25,

Fara medir la tasa de fijacian deo nitroageno atmosférico
se atupbkd el factor numérico de converseidn de 5.4 empleado en
trebajos previcy para comunidades microbianas estratificadas,

Una ve: obtenidos 1os valores promedio de 1a fiJacién deo
nitréoyeno molecular, se procedio o la conversion de unidades
en ppm/cma/hr por g/Hazafn (vease Tabla 4,2).

La comparacidn de los  valores de fijacion biolégica de
nitréygwme almosférico de este trabajo (1,22 a 23,30 gy
H/Ha/saho} con los reportados por Stal y col., 1984, (8,000 a
1,300 g M/Ha/afo}, indican que las comunidades microbianas de
Cuerrero Negra llevan a c+bo  f1jacidn de nitrégeno dou orde
nus de maygnitud menoy que 1o roeporiado pard lcs.tapetza m -

croblanuvs de! Mar del Norile,
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TABLA 4,1. TASA PROMEDIO DE PRODUCCION DE ETILENO ppm/cm2/hr.

CONDIEIONES DE INCUBDACION "Charco # 5" "Charco # 8"
10 % acetileno-luz 0.0627 0.0315
10 % acetileno-obscuridad 0.0310 0.0240




FIJACION BIOLOBGICA DE NITROGEND

NH3
« -
NSN + H2 H-N=N-H
NITROGENASA
. H - H
H-C=C-H + H2 -t=c
H H

REDUCCION DEL ACETILENO FARA EVALUAR
LA FIJACION BICLOGICA DE NITROGEND

Figura 4.1. Diagrama de la actividad de la nitragenasa sabre
nitrégeno molecular y acetileno.
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‘

TABLA 4.2. TASA PROMEDIO DE FIJACION DE N2 g/Ha/aRo.

CONDICIONES DE INCUBACIDN

10 % acetileno~luz

10 % acetileno-obscuridad

“Charco # 5"

3.69

3.00

"Charco # B"

1.B4

1.40
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Como se ha discutido en +trabajos previos, existen varias
fuentes de error en el uso de log factores de conversion di-
rectos 0 tedricos empleados &n la transformacian de los datos
de la reduccidén del acetileno en valores que corresponden a
la fijacion de nitrdgeno atmosférico. Esta inconveniencia se
incrementa §0n mids en sedimentos que presentan potenciales de
oxido-reduccidén menores que cero y quiza son algunas de las
axplicaciones referentes a los bajos valores de ¢1jacién de
.nitrogeno reportados en esta tesis.

Los resultados de las Tahlas 4.2 y 4.4 indican que el
"Charco 5" es mas eficiente que el "Ehafén 8" en relation a
la actividad de la nitrogenasa vy parece ser debidn al conte-
nido microblano. El principal productor primario en el "Char-
co 5" es una cianobacteria ain heterocistos del género Osci-
llateoria, que se sabe es capaz de fijar nitrogeno atmosféri-
co, mientras que en el "Charco 8" no existen productores pri-
marios oxigénicos abundantes i jadores de nitrdageno de donde
g@ supene que la actividad de la nitrogepasa no se limita a
la capa superficial también esta representada por bacterias
fototréeficas anoxigénicas, quimiolitoautotroficas y heteré-
trofas de las capas inferiores en ambas localidades. Este
planteamiento se ve apayado por los experimentos de
luz~chscuridad, sin embargo puede notarse que 1a luz estimula
favorablemente la actividad de 1a npitrogenasa, esta ultima
afirmacion coincide con los resultados reportados por Gtal vy

col., 1984,
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TABLA 4.3, TASA PROMEDIOD DE PRODUCCION DE ETILEND ppm/cm2/hr.

Efecto de 100 nanomoules de amoniaco.

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

Control: sin amoniace 0.340 0.044
10 % acetilena-luz 0.395 0. 043
10 % acetilenp-cbscuridad 0,130 0.021
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TABLA 4.4. TASA PROMEDIO DE FIJACION DE N2 g/Hasafo.

Efecto de 100 nancmoles de amoniaco.

CONDICIONES DE INCUBACION

Control-sin amoniaco

10 % acetileno-luz

10 % acetileno-pbscuridad

"Charco # 3"

20,00

23.30

"Charco # 8"

2.40
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Los resultados de este trabajo evidencian las interfe-
rencias debidas a la presencia bacterias que oxidan hidrocar-
buraos. Por esta razoén la actividad de 1a nitrtigenasa no debe
ser medida a partir de la prueba de reduccion del acetileno
cuando se trabaja con ouestras que proceden de sedimentos se-
mianaerthicos o anasrdbicos, debida a gue Bl acetileno modi-
fica otras actividades metabélicas del sistema en estudiog un
caso particular es el bhloqueo de la oxidaciden de metano, la
cual provee de energia y poeder de reduccién necesarios para
la actividad de la nitrogenasa {(de Bant y Mulder, 1976}, por
otra parte, el acetileno presenta una gran solubilidad en
agua v reprime la produccion de hidrégeno (Hardy y col.,
1971). El etilenp puede ser inestable durante la investiga-
cién debido a la presencia bacterias que oxidan esate hidro-
carburp (de Bont y Mulder, 1976), Por estas razones la acti-
vidad de la nitrogenasa debe ser medida con nitrdégeno molecu-
lar radioactivo. En particular, es conveniente emplear simul-
taneamente las pruebas de reduccidén de nitrégeno molecular
radioactivo a amoniaco y del acetileno a etileno (Potts y
col., 1978} 8tal y col., 1984).

La prueba de reduccitn del acetileno en muestras de co-
munidades microblanas establecid que la actividad de reduc-
cion del acetileno no fue afectada por la presencia 100 nanoc-

moles de sulfato de amonio (vedse Tablaa 3 vy A)) estos resul-

go



tados pueden sor debidos a la gran diversidad de procariontes
fijadores da nitrogeno atmosférico presentes en el tapete mi~
crpbianasg tal es el caso de las cianpbacterias, bacterias fop-~
totrdficas anonigénicas, quimiolitoautotroficas y heterétro~
fas, &n otras palabras, los sistemas de fijacidn de nitrdgeno
molecular de cada uno de  1Ds grupos de microorganismos men-~
cionadag arriba, operan bajp diferentes sistemas de regula~
cidn (Daesch y Mortenson, 19723 Neilson Norlud, 1975).

El hecho de gue existan fijadores de nitrégeno atmosfé-
rico diferentes a las cianohacterias y de que la actividad de
la nitrpgenana sea mas eficiente en ambientes amaerobios per-~
miten suponer que durante el pre-Fanerozoico esta via petabé-
lica no solp estuvo representada en laa cianobacterias con
heterncistos, dondas aguellas procariontes ancestralea capaces
de llevar a cabp este proceso tuvieron una ventaje ecpldgica
distinttva sobre sus competidores,

El conocimiento de las tasas de fijacion binldgica de
nitrogenc molecular han permitido suponer gque el nitrégeno de
la atmiésfera podria eer apotado en menos de 100 millones de
afos, asi quiza la fijacidan de nitrégeno y 1a desnitrifica-~
cion posiblemente Eﬁnlucionarnn durante el Argueano.

ANALISIS COLOROMETRICD DEL AGUA.

El estudio colorimétrico del agua de las salinas mastra
que contiene sdlp cantidades traza de los compuestos del pi~

trdgeno. La concentracion de amoniaco del "Charco # 5" fue de
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c 2,09 W1t y de 4.3 g N/lt para el "Charco # 8", La cnnceﬁ-
tracién de nitratos y nitritos estuve cincp y siete veces por
debajo de la concentracidn de amoniaco par 1o gque no fue po-
sible su cuantificacidn precisa.

Agl el amoniaca es la forma dominante de los compuestos
del nitrdgenc en el agua de las salinas y posiblemente es el
resultado de 1a actividad desnitrificante y de la nitregena-
6a.

Estamps concientes de que este trabhaje corresponde a una
etapa inicial en el conocimiento de los estromatolitos poten—
cliales, suguiriendose para el futuro o siguiente:
1Y Para evaluar la actividad de la nitrogenasa en comunidadas
microbianas estratificadas deben emplerarse simultanegamente
los snsayos de reduccidén del nitrdgenc molecular radioactive
y del acetileno (Potts y col., 1978; Btal y col., 1984},

2} Llevar a cabho el aislamliento de la mayoria de los microor-
ganismos involucrados en la fijacidn de nitrégene atmosférico
para mas tarde someterlos a las prusbhas simuitanegas antes
mencionadas y compararlps con los valores agul reportados.

3) Evaluar el efecto de diferentes concentracidones de amonfa-
co spbre la actividoad de la nitrogenasa empleando muestras de

tapates microbianos y cultives puros.
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©ESTA TESIS MO prpp
Capitulo 5. DISCUSIGN GENERAL. SA”R DE M mmrwé

Una de 1as inquiptutes de esta tesis fue discutir la va-
lidez de la hipdtesis propuesta originalmenpte por Margulis y
col. en 1980 (vdase Capitule 1). Al respectp y con base en la
interpretacidn de los resultados de esta tesis considera gque
la hipétesis es valida en la medida de gue son buenps modelos
andlogos y no homdlogas de 1itologias dei pre-Fanerozatca,
debido & la existencia de algunos representantes de organis-
mos multicelulares y de su desarrollo en una atmosfera acrual
oxidante, la que seguramente no existia en el Argueano.

La microscopia confirma due las camupidades microbianas
estrati ficadas reuvnen 1los caracteristicas del “sindrome de
construccidn del estromatolito”, coma sony
a) El movimtento por deslizamiento de algunos procariontes,
generalmente esta azoclado a la presencia valnas, deterainado
en mienbros de los géneros: fsacillatoria (puntas curvas), Mi-

crocoiues, Phormidium y Beggiatoa.

bt {.a produceidn de wvainas pigmentadas se detectd en cianp-
bacterias por microscon{a de contraste de fases.

c) La producciaen de viscosidad por diferentes componentes de
1a comunidad micrpbiana fue demostrada por microscopia elec-
trénica de barrido,

d) En cuanto & la orientacion de los filamentos, las ohserva-
ciones de microscopia indican ser postrados sin haberse esta-
Blido para la comunidad microblana su relacién con los ciclos

dia-noche, epatacionales, o guiza por aerotaxis.
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e) La fototaxis no se pudo establecer por microscopia pero se
conoce la existencia de dicha actividad en miembros proca-
r{ontes reportados en esta tesis (Lopez-Cortes, 1984 al.

Otro aspecto palecobinlégico de la tesis se relaciona con
los mecanismos que garantizan la presgervacisn de las células
procariontes como microfésiles.

Ee pudo conocer la presencia estrategias adaptativas co-
mo sont la capacidad de moverse por deslizamiento, poseer
vainas o glicocAlix y de recubrirse de sales minerales diver-
s4ak, Que en comparacidn con las poblaciones que lag carecen,
hipotéticamente les confiere a las primeras la ventaja de
praeservarse comb microfoesiles.

Insistiendo con el tema de la preservaclon, se aislaron

nuevas cepas del género Bacillus, capaces de oxidar manganeso
y do acumularlo en la superficie las células vegetativas o
esporas, es necesario aatu&iar lag propiedades de los preci-
pitados, ya que btros trabajos suguieren una pousible correla-
cidn 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 informacién bioldégi-
ca.

La.tesls tamhién verso sobre disefos experimentales gque
permitieron establecer los patrones de divisién celular y de
formacién de Ia colonia, ast{ comb los patrones de degradacisn

celular.
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Este conocimiento permite reinterpretar las microbiotas
del pre-Fanerozoico gque durante mucho tiempo se ha limitado
a las algas y cianobacterias y bhasta esta decada el resto de
la diversidad procarionte ha sido considerada con base a sus
égrupaciunes celulares tipicas.

Debido a jas alteraciones que han sufrido las rocas gque
poseen micrufdsilgs del pre-Fanerozoico las determinationes
microbiolégicas que se realizardn al inicio, en la decada de
los 50 5, no consideraron las distorciones de las microbio—
tas. Al respecto se observd la existencia de patrones tipicos
de degradacion celular, quedando wvainas vacias, tricomas de
clianobacterias fragmentados, o células con aumentos en ta-
mafio, que pueden confundirse con heterotistos y otras estruc-—
turas coelulares,

Aunque a primera vista parecen esotéricos los estudios
etolagicos y geoquimicos de los sistemas costeros evaporiti-
cos, la presente discusién incluye algunos aspectos econémi-
cog y aplicados de dichoa sistemas.

En diferentes reuniones cientificas nacionales se ha da-
do a conocer los avances de esta investigacién (Lépez-Cortés,
1984; Lépez-—-Cortés y Hornelas, 19853 Lépez~Corteés y Herndn-
dez, 1985; Lépez-Cortés, 1984 aj 1986 h) y en todas ellas se
ha planteadn upa pregunta coman: Cudles son las aplicaciones
que pueden resultar de los estudios realizados con comunida-
des mlcrnﬁianas pstratificadas que se localizan en ecosiste-

mas hipersalinos .
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A continuaciden se enlistan solo algunas|da las razones

por las cuales tiene sentido la ecologia micreobiana de los
sistemas costaros evaporiticos y simllares.
.1. Los ecosistemas hipersalinos, de Baja California que se
estudiarnn,‘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 células procariontes participan en los procesos de preci-
pltacidén de loa tones disueltaos tvéase Figura 9.1). En otras
laboratorios se han disefiado modelos de precipitacioen de 27
iones de los cuales al menos 1% de ellos estan controlados
por procesos bioldgicos, que provocan cambios en la secuencia
de evaporaclién y por 1o tento en la precipitacién de sales
minerales.

Diferentes tipos de células protariontes de las comuni-—
dades microblanaz estratificadas son el factor mds importante
en la produccion de grandes cristales evaporiticos limpios
como la halita, aragonita y yesno.

2, En las columnas de agua de los ecosistemas hipersalinos
esta bien representada el alga Dunaniella que ha desarrollado
sistemas osmoreguladores de interés en biotecnologia como son
el glicernl, aminodcidos, carbaohidratos y alcoholes polihi-
dricos, gue le permiten sobrevivir en estos ambientes extre-~
mos .

3. Los sistemas costeros evaporiticos muestran una veﬁtaja
energética obvia, relacionada con la radiaclién luminnsa, que

esta en cantidades ilimitadas.
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Figura 5.1. Cristales de yeso, por debajo se observa un fila

mento de clanchacteria 1,800 X.



l.as bacterias fototrdficas anoxigénicas y cianobacterias
producen bitumenes a través de su actividad fotosintetica,
ademas de gue son organismos que estan bien representados en
eatns ambientes.
4., Se pueden implementar cultivos masivos de cianobacterias
que no poseen heterocistos y ser f1ijadoras de nitrdgeno mole-
cular, Util en la preoduccidn de grandes cantidades de protei-
na especifica para la alimentacién de pollos y peces.
5. La agricultura en Baja California se ve limitada, por un
lado, debido a sus suelos salinos y por otra parte a la falta
de agua para riego, 8in embargo, la ingenieria genética ofre-
ce el desarrollo de la agricultura en ambientes moderadamente
salinos, empleando vegetales bhalotolerantes del tipo de las
gramineas y solanaceas. La metodologia del ADN recombinante
permitird posiblemente la adaptacidn doméstica de vegetales
de un ambiente de agua dulce a suelos salinos.
&. Los depédsitos fésiles de sal estan relacionados con estra-
tos igneas y reservorios de petrdéleo.
7. Los ambientes del tipo salina son auxiliares en la tom-
prensidn de depdsitos de fosfatos del pre-Fanernzoico.
8. Los geoldgos petroleros y geoquimicos especialistas en or-
gAnica han concluido que mucho, sino la mayoria de los hidro-~
carburo y sistemas generadores de gas, en el pasado, estuvie-—
ron relacionados a los margenes ocednlicos evaporiticos tipo

salina,
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Las cer:anés relaciones entre 1las biotas micrcbianas de
tapetes modernos y fésiles proporcionan numerosas oportunida-
des para la colaboracién en investigaciones sinergistas entre
paleentdlogos, microbidlogos, sedimeptélogos y geaquimicos. .

Espero que los puntos de esta discusion conviertan mas
atractiva ssta linea de {investigacisn a la sensibilidad de
las instituciones nacionales que patrocinan la investigaciaen
cientifica, sin olvidar que seradn necesarios mas estudios en
esta direccion, considerando el hecho de gque el hambre y las
carencias de tecnologias & industrias apropiadas y simples,
son tipicas de los paises en los que se localizan los mejores
sistemas costeras evaporiticos gue cohtienen comunidades mi-
crobianas estratificadas y que en la actualidad se encuentran
en estudio per diversas instituciones extranjeras y no nacio-

nates,
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