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R E S ti M E N 

Un total de 204 cepas bacterianas degradadoras de petróleo colecta-

das en la Sonda de Campeche, México, en ~arzo de 1980 fueron caracter-

izadas por métodos de taxonomía numérica a fin de ayudar a comprender-

el impacto de la presencia de petróleo en esta zona sobre las. poblacio-

nes de bacterias. 

La utilización del.índice de Jaccard para comparar la similitud en--. 
tre las cepas trabajadas dió" como resultado la formación de 18 fenones-

separadosentre sí por sus diferencias morfológicas y fisiológicas ob--

servadas a través de 101 pruebas de identificación. Se observé una ma--

yor diversidad en los fenones integrados por. cepas correspondientes al-

área de plataforma que en aquellos integrados por cepas más alejadas --

de esta zona y cercanas a la costa. Sólo el 84% de las cepas mostró una 

capacidad hidrocarbonoclástica evidente, haciendo suponer que el 16% --

restante la perdió o vive gracias a los productos de excreción de aquel 

84%. 

Estas poblaciones bacterianas son mayoritariamente bacilos Gram ne--

gativos y anaerobios facµltativos. Aunque hay una mayor diversidad mor-

fológica en el agua que en el sedimento, las cepas de este último halli-

tat presentan un mayor porcentaje de Gram positivos que en el agua, así 

como de esporulados. Hay mayor producción de exoenzimas en el agua y el 

consumo de substratos orgánicos fue mayor entre los ácidos orgánicos, -

ácidos grasos, aminoácidos y carbohidratos y muy bajo entre los aleo---

holea y compuestos aminados. 

A partir del presente estudio se sugiere profundizar más en el estu­

dio del papel que multitud de f~ctores químicos• físicos y biol6gicos - . 
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juegan en el ecosistema para deteY'l!linar la distribuci6n de estas bacte-

rias .en la Sonda de Campeche. Asimismo se recomienda completar el estu-

dio taxonómico determinando los procentajes de Guanina-Citosina y ha---

ciendo hibridación de ácidos nucleicos. 

Para fines didácticos se incluye un ápendice detallando los métodos-

de trabajo en caó'a una de las pruebas fisiol6gicas y nutricionales • 
'¡> 

c. 



1: INTRODUCCION 

El rápido incremento que en el mundo entero ha tenido 

la explotación petrolera y sus actividades relacionadas, -

lleva consigo la aparición de múltiples problemas. 

Uno de ellos es el de podPr evaluar los efectos ai me-

dio ambiente del continuo derrame de hidrocarburos. Las di 

versas operaciones que se llevan a cabo (exploración, expl~ 
• . 

tación y transporte del crudo) implican no sólo el permane~ 

te riesgo de accidentes, sino también el hecho de que en m~ 

chas de estas operaciones se arrojan cotidianamente peque-

ftas cantidades de petroleo. Especia~ importancia ha cobra-

do el problema en las zonas costeras, estuarinas y de mar 

abierto, en dotide la mayor parte de las operaciones antedi-

chas tiene lugar. Hasta 1975 se arrojahan al mar más de 6 

millories de toneladas de hidrocarburos ~nuáles a travls de 

diversas fuentes C.N.A.S., 19;75.). A raíz de los accidentes 

conocidos como "Torrey Canyon" en marzo de ".1967 en las cos 

tas de Gran Bretafia y "Amoco Cádiz" en marzo de 1978 en 

las de Francia, se comprendió con mayor claridad que estos 

derrames pueden ocasionar alteraciones en el medio ambien-

te , muchas de ella~ de gran envergadura. 

En la Sonda de Campeche, los efect6s de la crecjente 

explotación petrolera habían comenzado a despertar el inte-

rl;"de científicos nacionales y extranjeros. Previamente 

al derrame del pozo IXTOC 1 se demostró que existía un in-

cremento en las concentraciones de hidrocarburos en espe-

c:ies de b"i.valvos ·c"·omo Crli'!:lsó'strP.il virginir.:a_y apgiospermas 
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como Thí!il..asJUa.. _!:e studinium; est~ incremento fue más evidente 

en lugares con presencia de refinerta~cY plantas petroquimi-

cas, concretamente en i~s lagunas de Tamiah~~.Y Pueblo Viejo 

en Veracruz y las de Carmen y Machona ~n Tabasc¿ (~9t~llo, -

1970). Los hidrocarburos arrojadoi en un derrame ocurrido 

.. en 1976 en Laguna de Términos, Campeche, fueron depositados 

en los sedimentos de la parte litoral de Isla del Carmen, 

as1 como en los esteros localizados en el interior de esta 

laguna, llegándose incluso a cuadruplicar la·concentración 

de parafinas,. ( Botello ,.198 O). 

Al ocurrir en junio de ~979 el derrame del.pozo IXTOC 1 

en la Sonda de Campeche, derrame q~e.se prolongar!a por más 

de .10 meses, convirtiéndose en el más grande de la historiá, 

se presentó una importante oportunidad para estudiar el im-

pacto que los hidrocarburos fósiles tienen sobre los ecosis-

temas del Golfo de México a corto, mediano y largo plaso. 

En ese mome~to he realiza~on diversos estudios en dife­
f.!'" 

rentes campos para observar los efectos del derrame. Los e-

jemplos más sobresalientes son los de Yáffez-Arancibia, et. al. 

(1982). trabajando con comunidades de peces; Licea !:!.· al. 

( 198.1), analizando. la variación del fitopla~cton causada por 

la presencia masiva de petróleo; Seto !!.· .el:.· (158.0), estu­

diand6 las poblaciones de cam~vón; Botell6 y Cas~ro (1980) 

y Botello y Soto ( 1981}, de termin.ando las concentracione.s de 

hi4rocarb~os fósiies en el Golfo y en diversas especies de 

camarones, peces y calamares y Lizárraga-Partida ~· :!!1.· 

'•. 



-5-

(i9B2) con ref~rencia a las poblaciones bacterianas heteró 

trofas e hidro6~rbonoclásticas. { 

Todos los ~resultados expuestos en estas investigacio-

nes coinciden ~n seftalar que el derrame del IXTOC 1 no pro-

dujo'consecuencias tat~str6ficás sobre el ecosistema, ha-

cilndose sin embargo la observaci6n de que la cont~nua pre-

.sencia de petroleo en el áreu puede, en e~ futuro, producir 

danos al medio ambiente mayores que el del IXTOC 1. 

El estudio de la~ com~nidades bacterianas hidrocarbon2 

elásticas de la Sonda de Campeche hasta antes del derra~e 

ya citado, hab!a estado ausente del panorama de la investi­

gación ;nacional e incluso internacional. S6lo a causa de es 

~e- derrame se comenzaron a hacer algunas investigaciones p~ 

ra esclarecer el impacto que el petroleo tuvo sobre estas 

comunidades, pues ya es ampliamente conocido que son uno de 

los principa1es indicadores para evaluar los indices de con 

taminacion en la medida en que una población hidrocarbono-

elástica va substituyendo a la poblaci6n bacteriana hete~o-

tr5fica originil (Atlas, 1977), 

Por un lado se encontró que la relación exitente entre 

el nOmero de bacterias hid~oriarbonoclásticas con respecto 

al total de hete~ótrofas era tan ~Slo del 1% para concentr~ 

cienes que iban~de 10 2 bacteria~ por mililitro de agua a 
.. 4 
~O por gram~ de sedimento. Estas cifras son una evidencia 

de que las poblaciones bacterianas no fueron afectadas mayo~ 

mente por causa del_ derrame. sin ~mbargo se ha encontrado 
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que en las áreas cercanas a las plataformas l? proporción a~ 

menta al menos al doble, evidenciando así la contaminación 

crónica existente (Lizárraga-Partida !.!_· !:!..!_.,1983). 

Al analizar y comparar las velodidades de degradación 

del petróleo por bacterias en la Sonda de Campeche y en don 

de tuvo lugar el accidente del Amoco Cádiz (que a lo largo 

de 2 semanas arrojó al mar más de doscientas mil toneladas 

de crudo, menos de la mitad de las arrojadas por el IXTOC 1), 

se encontró que en el primer caso la acción de las bacterias 

fue máe lenta que en el segundo, y su concentración mucho 

más baja. Mientras en las costas. francesas 4 meses después 

del derrame,. el porcentaje de mineralización·ió~nversión de 
. ;. 

los ·hidrocarburos a co 2 ) del hexadecano fue igual o mayor al 

13%, en l~ Sonda de Campeche fue del orden del si anua1, 

además de que las concentraciones bacterianas hidrocarbono­

. 3 
clasticas nunca sobrepasaron el orden de ~O bacterias por 

mililitro 4 meses después del inicio del derrame; en tanto 

que en las costas francesas tan sólo a tres meses de que é~ 

te hubiera terminado, la concetración de este tipo de orga-
6 7 . 

nismos fue de 10 - 10 bacterias por_ gramo de arena. Todo 

esto indica que en el caso del IXTOC 1 hubo una fuerte limi-

ración en la degradación por microorganismos causada princ~ 

palmente por la falta de ·nutrirntes como nitratos y ·fos.fatos,. 

los cuales jugaron un papel importante en el caso del Amoco 

Cádii (Atlas, .1981, a 9 b; Atlas y Bronner, .1981). 

·Sin embargo el estudio de la estructura de las comuni-
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dades microbianas degradadoras dP petróleo en la Sonda de 

Campeche no ha sido abordado aún. Sólo Pfaender y Buckley 

(1980) y BucKley y Pfaender (1980) en trabajos sobre la re~ 

puesta de la comu~idad microbiana al deramme del IXTOC 1, 

logran identificar los tipos celulares y algunps g§neros de 

bacterias hidrocarbonoclásticas: Alcal~g~. Flavobacte-

~y Vibrio entre los principales. 

El conoci~iento de la existencia de este tipo de orga-

nismos no es algo novedoso. Desde la década de los 40 se 

demostr6 la capacidad de múltiples géneros bacterianos como 

Pseudomonas, V:lbrio, Achromobac.ter, Ac inetobacter, Brevibac­

terium, Nocardia, Corynebacterium, Flavohacterium, etc 

para degradar el petroleo o algunos de sus ~empuestas (Zo­

bell, j946), Eute hecho, considerado por aquellos tiempos 

como una curiosidad biológica ha pasado a tener un papel 

muy relevante en la actualidad, cuando se sabe que más de 

doscientas especies bacterianas pueden degradar muy diver­

sos tipos de hidrocarburos (Zobell, 1977). 

A ~sta larga lista de bacterias hidrocarbonocl&sticas 

pueden agregarse varios géneros de hongos, levaduras y algas 

con capacidad de utilizar a los compuestos del petróleo como· 

fuente de carbono y energía. Entre ellos podemos encontrar 

Penicillium y Verticillum entre los hongos (Davies y Westlake, 

1979), Oscillatoria, Microcoleus, Chlamydomonas, Cvlindreteca, 

Amphora, Petalonia, etc, entre las algas y eianobacteriaa 

(Ce.rníglia, ~· al. 1980) y Cándida y Rhodo'sporidium entre las 
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levaduras (Komagata, ~·- ~· 196~. Ahearn, 19_7.1) 

Todos ~sto~ de~cubrimientos han sido canalizados por 

m6ltiples vías, entre otras cosas a fin de encontrar las me 

jores condiciones para poder utilizar a estos microorganis-

mos como agentes anti-contaminantes; como e1ementos de "li~ 

pieza" de aguas con presencia de petr&leo, para lo cual es 

necesario conocer los factores riimicos o biológicos que a­

fectan la degradaci6n del petróleo y que básicamente son: 

la naturaleza del crudo, la estructura de la.comunidad mi­

crobiana, la presencia de nutrientes como nitratos y fosfa­

tos~ la salinidad, presencia de oxígeno y otros factores 

físicos como temperatura, presi6n, etc (Atlas, 1981, b). 

En el presente trabajo se considera que es importante 

profundizar en el conocimiento de la estructura de estas p~ 

blaciones de bacterias, esto es, su taxonomía. La taxono-

mia bacteriana se ha encontrado en las tres a1timas décadas 

con problemas considerables. La taxonomía clásica ha selec 

cionado una serie de características de manera arbitraria 

y les ha asignado una importancia clave en los estudios de 

identificación; de hecho son estos caracteres "clave" 19s 

que definen a los taxa, pero no necesariamente todos los 

caracteres tienen un valor igual para un género que para el' 

otro, sino que pueden cambiar segGn de quien se trate. Lo 

que es definitorio para un grupo bacteriano puede no s~rlo' 

para otro. Esto ha redundado en la proliferación cada vez 

mayor de nGmero de espe'cies • que en 'muchas oca,s iones iiene 

una validez muy dudoda y que contribuyen más a crear confu-

-, 
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si6n que a evitarla (Colwell y Listen, 19q1). 

Esta deficiencia puede ser subsanada otorgándoles a to 

dos los caracteres bacterianos el mismo peso y llevar a cabo 

las clasificaciones en función de !a ~orrelación de sus.ca-

racteres y de sus índices de similitud. lo cual ha sido dis 

cutido por Sneath (1957), y posteriormente ampliado por Lis 

ton y Colwell (1960), Colwell y Listen (1'961)
1

, Stanier !:.!·. 

al. (1966) y Véron (1969), Este es el método de la taxono-

mía numérica que se ha decidico utilizar en este estudio. 

En las bacterias, la taxonomía numérica ha sido utili-

zada con diversos fines desde los 1rabajos citados en el pá-

rrafo anterior. De la literatura revisada, Ventosa et. ~· 

(1982) utiliza la taxonomía numérica en la identificaci6n 

de bacterias halof~licas Gram-Negatívas; Pfister y Burkhol-

der (1965), trabajando con bacterias de aguas antárticas y 

tropicales; Bensoussan (1977). la utiliza para trabajar so-

bre el género Flavobacterium; Le Petit (1975) trabaja con 

bacterias que se desarrollan sobre hidroc~rburos en el mar; 

Bianchi (1976) realiza un trabajo taxonómico de bacterias 

del género Vibrio y otros relacionados que se desarrollan ,, 
en el mar; Roussos (1977) lleva adelante estudios taxon6-

micos de cocos del ·medio marino y Lizávraga-Partida (1979), 

examinando Pseudomonas. Este método de clasificaci,ón tam-
:'fl 

bien ha s.:i.do empleado en la identificación de bacterias hi_ Jf 
drocarbonoclásticas del tracto digestivo del camarón (Po~as1 

'-~-· 
A.guirre, comunicaci6n personal) y d'el agua de la Bahía de 
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Chesapeake (Austin ~· ~·· .1977 a, b.). En este último 

estudio se examinaron más de ~00 cepas de lugares contami­

nados y no contaminados en esa babia, encontrándose 15 es­

pecies de otros tantos géneros. 

La presente investigaci6n forma parte de la cada vez 

más larga lista de trabajos de taxonomía numérica bacteri~ 

na y t.iene como principa·les objetivos los. sig'uientes: 

1.- Hacer una caracterizaci6n de los diversos grupos 

de bacterias hidrocarbonoclásticas del agua y s~ 

dimento de la Sonda de Campeche y su distribuci6n 

introdu¿iendo al pais las ~&cnicas de taxonomia 

numérica bacteriana, hasta el momento jamás apli­

cadas por los investigadores nacionales. 

2,- Contribuir al conocimiento del impacto del derra 

me del pozo IXTOC I sobre el medio ambiente y 

muy específicamente sobre las poblaciones bacte­

rianas del área afectada. 



... 

2: MATERIAL Y METODO 

Las cepas con que se trabajó fueron colec~adas en Marzo 

de 1980 durante el crucero OPLAC II (Oceanografia de la Pla­

taforma ·de Campeche). Un total de 14 estaciones fueron trab~ 

jadas obteniendose sus respectivas muestras ·de agua y sedi-­

mento (Fig 1). Las primeras fueron colectadas con una bote-

lla especi~l y las segundas con una dragk Van Veen y submues 

treo con una jeringa de 10 ml. 

De todas las múestras se hicieron diluciones al d€cimo 

en tubos de ensaye con agua de mar sintStica y estériles ---

(Lyman y Fleming, 1940). Una vez alcanzada la diluci6n conv~ 

niente para el ~gua superficial y el sedimento, se efectu6 -

el sembrado en placa de las mismas en medio tipo Oppenheimer-

Zobel1 (1952.) para cuantificar a las bacterias heter6trofas, 

asi como la técnica del número mas probable (NMP)para cuan--

tificación de bacterias hidrocarbonoclásticas, segun la des-

cripción de Mills, ~· ~· (1978). 

En razón de la profundidad del estudio fueron seleccio-

nadas las estaciones 10, 11, 12, 13, 6 y 32 para él trabajo 

taxonómico; las cuatro primeras localizadas en el área de --

plataformas de la Sonda de Campeche y las dos últimas en lu-

"· gares mas cercanos a la costa; particularmente la 32, situa-

da en el lugar denominado »Punta dos Bocas"~ sujeto a una 

presencia crónica de petróleo por ser un lugar de carga ·y 

descarga del. mismo. 

En todos estos lugares existe una gra~ cantidad de mate. 
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ria orgánica en los sedimentos terrígenos, así como nutrien 

tes y partículas en suspensión, todo ello producto del apor 

te llevado a cabo oor las a~uas de los ríos oue desembocan 

en esra zona~ así com~ po~ las co~ri~ntes ma~i~a~. 

De los frascos del NMP que correspondían a aquellas es 

taciones ya sefialadas y con una degradación mas evidente. -

se tomó 0.1 ml. de muestra, inoculándose en una placa de --

medio 2216 E (Oppenheimer-Zobell, 1952) -ver apéndice-, en 

donde se dejaron crecer a temperatura ambi~nte las bacte-~ 

rias de nuestro inóculo. Se utilizó una caja de Petri para-

cada dilución. 

En las placas donde fue mas claro el crecimiento se 

aislaron al azar las colonias que serían sometidas a las 

pruebas de identificación. Después se llevó a cabo el proce 

so de purificación tomando como referencia las pruebas mor-

fológicas y de tinción Gram que se habían realizado previa-

mente y que se repitieron a cada mom~nto que se pensaba que 

la cepa podía estar ya pura. Se aislaron y purificaron un -

total de 20~ cepas para el agua y el sedimP.nto en las 6 es­

taciones trabajadas (Tabla 1). 

La cepa ya purificada se inoculó por duplicado en fra~ 

cos de 5 ml. y se introdujeron en un refrigerador a 4°C. -

antes de comenzar a hacer las siguientes pruebas de identi-

ficac icSn. 

Estas fueron muy variadas. No scSlo se rectificaron las 
\ 

pruebas mor>fológicas y. de tinción Gram r.eal izaéias dur.ante 
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TABLA 1: 

CEPAS Al SLADAS EN CADA ES TAC ION DE MUESTREO 

Estación 6 18°52• N, 92•23 1 w } 

Agua: 422, 1123, 'n4, 425, 426, 1127. 1130, 1132, 434. 442, 444, 
445, 449, 447, 436, 448, 450, 443. 

Sedimento: 451. 458, 459, 461, 466, 468, 472, 474, 1,75. 

Estaci6n 10 (19•12 1 N, 92°17' W) 

Agu.;o: 183, 186, 193. 185, 187, 192, 195. 196, 197, 204, 210, 
201, 189, 194, 202, 203. 

Sedimento: 229, 231, 230, 220, 227, 234, 211, 235. 237. 213, 221, 
223, 224, 240, 228, 214, 233, 2lll, 222. 

Estación 11 ( 19°24' N, 92°26' W) 

Agua: 246, 247, 250, 257. 258, 264, 265, 267, 268, 270. 

Sedimento: 271, 272, 273. 276, 277, 278, 279, 2il0, 283. 285, 287. 
288, 289, 290, 293, 294, 295, 296, 297. 299 

Estación 12 (19°29' N, 92°13'W} 

Agua: 304, Jll, 312, 314, 316, 317. 319, 320. 321, 322, 323, 
325, 326, 327. 326, 329, 330, 315. 

Sedimento: 331, 332, 335, 337, J41, 344, 348, 349. 350, 351. 352. 
355, 356, 357' 35d, 359, 360 

Estación 13 ( 19°28' N, 92°03' W) 

Agua: 361. 362, 363, 364, 366, 367, 373, 374. 375. 376, 377. 
379, 380, 381. 383. 386, 387. 388. 389. 

Sedimento: 391, 392, 394, 396, 397, 399, 400, 401, 402. 404, 405, 
406, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 416, 419, 420. 

Estación 32 (18°31' N, 93°11' W) 

Agua: 483, 485, 486, 488, 489, 490, 491, 492, 494, 495,· 496, 
499, 500, 501. 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 
510. 

Sedimento: SI 1, 512, 513, 515, 518, 519, 521, 522, 523' 524, 525, 
538, 540. 

', .«:,. 



TO TAL E s : 

Estación 6: Agua, 18 cepas; Sedimento, 9 cepa!.. 
Totul: 27 cepas. 

Estac16n, 10: Agun. 16 cepas; Sedimento, 19 cepas 
Tot<1l: 35 cepas. 

Est<1ci6n 11: , Agua, 10 cepas; Sedimento, 20 cepas 
Total: 30 cepas 

Estación 12: Agua,. 18 cepas; Sedimento, 17 cepas 
Total;35 cepas. 

Est<ición 13: Agua, 19 cepas: Sedimento, 22 cepas 
Total :ltl cepas. 

EStiiC i<Jn 32: Agua. 23 cepas; Sedimento, 13 cepns 
Total: 36 cepas. 

TOTAL DE CEPAS: 204. 
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el aislamiento y 1~ purificación; se hicieron además dos --

grandes grupos de pruebas: las llamadas "nutricionales" y 

las "fisiol6gicas".Las primeras entendidas como aquellas en 

las que se muestra la capacidad de una cepa para utilizar -

a un sólo substrato corno ~uente de Carbono y energia; las -

segundas fueron todas aquellas en las que se mostraban otros 

aspectos del metabolismo bacteriano: Producción de e~oenzi-

mas. de polisacáridos, necesidad de factores de crecimiento, 

e! metabolismo del Nitrógeno, la respuesta a agentes f1si--

cos y químicos limitantes del desarrollo de los organismos, 

etc, etc. 

En las pruebas nutricionales se utilizaron substratos 

de las siguientes familias: carbohidratos, ácidos grasos, ! 
cidos dicarbo~ilicos, otros ácidos orgánicos, alcoholes, a-

minoácicos y compuestos aminados, así como al lactato (un -

hidroxiácido) y al fenol (un compuesto aromático). 

Para cada una de las siete familias mencionadas (exce~ 

tuano al lactato y al fenol) se observó su porcentaje de 

crecimiento y se sac6 una media para el grupo bacteriano con 

el que se trabajaba, al cual se le llamó Indice Medio de U-

tilizaci6n {I.M.U.), definido como la sumatoria de los por-

centajes de utilización de un determinado número de substra 

tos dividido entre ese nGmero. 

Pero no necesariamente todos los compuestos de una fa­

milia o familias quim1cas son cosumi~os por las bacterias -

en porcentajes iguales o cercanos a l.os 'de sU I'.M.U. Por e-
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llo Bianchi (1971), introduce el t&rmino Afinidad Asimila--

triz (A.A.), .que no es otra cosa que la desviación st:a.n;;lar.d 
.. ,·.'_f~W-~1~.:, · ~ 

y que en este caso expresa el grado de afinidad decti1~ · 

bacteriano para consumir cierta o ciertas famil;ias qú:± 

probadas, o bien, el grado de dispersión de los substratos··-

con respecto a los grupos de poblaciones bac~erianas. 

Lizárraga-Partida (1979), introduce el concepto de ca-

pacidad catabólica (C.C.), utilizado en este estudio ali---

gual que el I.K.U. y la A.A., y que indica la proporción de 

substratos utilizados al menos por .µna cepa en una familia -

o conjunto de familias químicas. 

Todos estos conceptos fueron utilizados en las pruebas 

nutricionales para un entendimiento mas completo de cómo las 

bacterias hidrocarbonoclásticas trabajadas utilizan a los --

compuestos orgánicos. 

Se efectuaron un total de 101 pruebas, de las cuales 59 

fueron nutricionales, 27 fisiológicas y 15 morfológicas (Ta-

bla 2). 

Por la metodología empleada, las pruebas pueden divid~ 

se en tres grandes grupos: aquellas que se hicieron.en me--

dio de cultivo líquido. las que se ~icieron en medio de cul-

tivo sólido y las que no requirieron medio de cultivo. 

En las segundas, la cepa purificada en el frasco de 5 

ml., se sembr6 y dejó crecer masivamente en el medio 2216 E. 

De ahí se tomó con una pipeta Pasteur una suspensión lo mas 



TABLA 5: DESCRI PC ION DE LAS PRUEBAS REALIZADAS 

Número de la Concentrac Ión* Método de 
prueba Nombre Cl,ave (g/I t o mi /lt) Esterll lzaclón 

PRUEBAS tlU!RICIONALES 

Carta CARBOlflDRATOS 

l L-Arablnosa lARA 2 g/lt Fil trae 1 cSn 
2 Rlbosa RIBO • .. 
3 XI losa XILO .. 
4 Fruc;tosa FRUC .. 
s Galactosa GALA .. 
6 Glucosa GLUC .. 
7 Hanosa MANO .. 
8 Ramnosa RHAA .. 
9 Celoblosa r.ELO 1 .. 
'º Le tosa LATO .. 
JI Haltosa MALT .. .. 
12 Sacarosa SACA .. .. 
13 Trcalosa TREA ... .. 
)~ Almidón AHID .. 11 

IS 
AC IDOS GRASOS 
Acetato ACET .. .. 

16 Proplonato PROP 2 ml/lt '! 
17 Butlrato BUTY .. .. 
18 Pe 1 argonato PLAR .. Autoelavado 
1:1 Palmf tato PALM 2 gllt Calentamiento 

ACIDOS 
DICARBOXILICOS 

:ZD Oxalato OSAL 1 g/lt Fi ltraelón 
21 Halo nato HALO .. .. 
22 suce lnato suc 1 .. .. 
2l Maleato HALE .. .. 
24 Lactato LATA 2 ml/lt .. 

ACIDOS ORGANICOS 
25 Citrato CITR g/lt 11 

26 Plruvato PYRll " ... 
21 Alfa-Ceto~lutarato CGTA 11 .. 

ALCOHOLES 
28 GI feerol GLOL 2 ml/lt 11 

29 Adonltol ADOL 1 g/lt " JO Heso-lnosltol HIOL " .. 
JI M;mltol HAOL .. .. 
32 Sorbltol SOOL 11 .. 
33 Hetanol ltEOL g/lt .. 
34 Etanol ETOL .. " 35 Proponol PRat· .. .. 



Número de la Concentración·.': Método de 
Prueba Nombre Clave (g/l t o ml /l t) Ester Ir fz¡¡c Ión 

Carta ALCOHOLES 
36 Butano! BUOL ' g/lt Filtración 
JZ Duicltol DUOL 2 g¿l t 11 

JB Fenol FENO 0.25 g/lt 

AHINOACIDOS 
39 L-Fcnl lalanlna LFAL 1 g/l t 11 

40 L-Ti roslna LTIR 2 g/lt 11 

41 L-Hlstldlna LHIS l g/lt 11 

42 L-Tr lptofano LTl\Y " 11 

43 L-Alanlna LALA " 11 

44 L-Treonlna LTHR " 11 

45 L-Val ina LVAL 11 11 

46 L-Leuc ina LLEU 11 Calentnrnlento 
1¡7 Asparaglna AGIH 11 Fi 1 trae ión 
48 Metlonina HTIO 11 11 

1¡9 L-G l ut ama to LGLU V 

50 L-Lisina LLVS 11 .. 
51 L-Arginlna LARG 11 .. 
52 L-Ornl tina LORN 11 .. 
~l L-c is terna CTEI 11 " 

COMPUESTOS AMINADOS 

54 Etanohmlna. ETNH 11 .. 
SS Butilamlna DUTH g/lt Fil trae Ión 
56 Urea UREA 11 .. 
57 Tfourea TIOU 11 " 
58 Tlmfna TYMI 11 Cal entam i en to 
59 Ti amina TIAH .. F i 1 trae.Ión 

Pruebas Fls iol69lcas 

60 Prototrofra PROT FiltracicSn y 
Autoclavado 

61 Prototrofía+ 
Vitilminas PRVI .. 

62 Proto1.rof ía+ 
Vitaminas +. 
Am 1 noác 1 dos PRVA .. 

63 Reducción NltrAtos RNOS Autoclavado 
64 Reduce Ión tli tri tos RN IS 
6S Producción N2 (Gas) l\EtlS .. 
66. Oxidación Glucosa OGLU .. 
67 Fermentación Glucosa FGLU .. 
68 Acumulación PUB APHB .. 
69 Degradac 1 ón Pctró leo DEPE .. 
70 Producción Leván . PRLE .. 



Número de la 
Prueba 

Carta 2: 

1 
2 
3 
4 
s 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
J2 
13 
14 
30 
31 

IS 
16 

17 
18 
19; 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 

. Nombre Clave 

l\mil aso MIL 
Celatlnasa. GE[A 
ADNasa ADNA 
TWeen 80 TW80 
Ureas a URSA 
Cata lasa CATA 
Oxidasa OXID 
Sal inldad o ppm SALO 
Salinldad 70 ppm SA70 
Salinidad 120 PPM 5120 
Salinidad 180 ppm SISO 
Temperatura 40°C TEW. 
Temperatura 37ºC TE37 
Temperatura 41 •e TE41 
Gritm Positivo GPOS 
Gram Negativo GNEG 

PRUEBAS MORFOLOGICAS 

Color Crema•Blanco 
Color Anaranjado-

Rojo 
Color /llnarlllo-Verde 
Otro Color 
Pigmento Dlfusible 
Cocos 
Bacilos 
Espfrales 
Pleomorfi smo 
Espora Oeformante 
Espora No Deformante 
1 a2Células 
Cadenas 
Racimos , 
Otro Arreglo 

CRBL 

ANRO 
AMVE 
OTCO 
POIF 
coco 
BACI 
ESPI 
PLOH 
EDEF 
ENDE 
12CE 

·cADE 
RACI 
OTAR 

ConcentraclcSn•~ Método de 
(g/I t o m l /I t} Esterfl lzaclcSn 

Autoclavado 
11 

11 

11 

FI ltraclcSn 

Autoclavado 

" .. .. 
" •• .. .. 

Los espacios que no fueron ocupados por ninguno prueba en 1 as cartas fueron: 

32-70 

71-74. 

75-78 

79-80 
,·,; 

ESPACIOS EN BLANCO 

INFORMACION ECOLOGICA 
.. 

NUMERO DE LA CEPA 

NUMERO DE CARTA 

* Sdlo en ,~ruebas nutriclonales. 
\• 

(En I a carta 2. un icamente) 



-21-

cc.ncentI>ada posible (no menos de 106 bacteI>ias/ml.) que se 

vaci6 en una pequeña cubeta de 1 a 2 ml.' de capacidad. con -

el objeto de seguir la metodolog:ia de Stan.i:·~r ~· al. ,(1966) 

modificada por Lizárraga-Partida (1979) en la cual pueden -

sembrarse y hace!' crecer hasta 20 cepas simultáneamente -

en una sola caja de P~tri con la ayuda de un replicador semi 
• 

automático diseñado en el laboI>atorio. 

Las pI>uebas de moI'folog:ia y arreglo celulares, pI>esen~ 

cia de esporas y acumulaci6n de PHB fueron hechas con la a-

yuda de un microscopio ZEISS de contraste de fases, en tan-

to que la tinci6n Gram fue hecha con un microscopio ZEISS -

de campo claro. El color de la ~olonia se observó a simple 

vi~ta D con la ayuda de una lupa. 

Para tener un marco de referencia se utilizar6n 16 ce-

pas: 13 de ellas del catálogo ATCC y las tres !'estantes de 

la colecci6n de Shapiro, J., todas ellas señal~dascomo d~ 

gradadoras de petróleo (Bartha y Atlas, 1977 b; Austin, ~· 

~·· 1977 a.b.). La cepa PpS126 (Pseudomonas putida conti~ 

ne en la información gen~tica un plasmidio (Tabla 3). 

Los resultados obtenidos paI>a todas y cada una de las 

pruebas fueron reportados señal?ndose como positivos(+), 

negativos (-) y no comparables ( ), y se transfirieron a --

tarjetas I.B.M. para ser trabajados con programas de taxo-

nom:ia numérica. 

En las tarjetas I.B.M. cada prueba de identificación 



.·· 

Namoro de Cat~logo NGmoro aaiftn~do en Nombre 
(ATCC u otro) el presente trabajo 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
.,. 
.,. 
.,. 

# 
IJ 

n 
+ 
.,. 
t 

+ 

6051 _____________ 9000 Bncitlus subtilis 

1'1580 ______ 9001 OacillllG l incherifor1n.ln 

1'1581 _____________ 9003 llacillus megaterium 

8"2 _________ , ____ 900"- na'cil).ua 1>olymyxa 

14577 ____________ ....;9006 J\acilluc ~ph.;ericu,.. 

25411 9052 -----·-------- --------
27129 

____________ Q 053 ________ _ 

17":>3 ----------~~9-056 ______ _ 

Pt.Wl 9057 ------------- -------~--PpGl ____________ 9058 ____ ~"----

PneudOmon,1~ ~ina 

Pseudomonac marin~ 

Pneudomonaa ~cruRino:;.1 

P~c1Jclomonaa ~rvlila 

!'Doudomon.1s putida 

PpS126 ____________ 9 06 º---------- P<l eudom•>na n pu t ida 

14403 -------------9 062 ~ba=._~~ at.:1 t ion is 
15831 _____________ 9063 Drcvibactor.ium ulbidum 

23055 9064 Acinctobacter calcoacutícus 
~------------

2:1333 _____________ 9067 ~nlla pht.~n.i 1.piruv.ica 

++l9260 _____________ 9200 ~h .. 1ct1Jriurn marinotipicul'J\ 

+ Dartha y Atlas (1977, h), Cat~loao ATCC 

# Cortea!a de Shapiro, J.A. Univcrnlty of Chicngo 

++ Auat~n, et. !!.!_.(1977, a.b.), Cat;itogo ATCC 

TABLA 3. Lis~a de Cepas amplcadaa como rcfurcncia. 
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ocup6 una columna. De este modo las 101 pruebas fueron re-

partidas en dos tarjetas por cepa. 70 de ellas ocuparon las 

primeras columnas de la carta nOmero 1 y las 31 restantes -

las primeras columnas de la carta nQmero 2. Los dltimos sei• 

~spacios para ambas tarjetas se utilizaron: ~ para settalar 

el nOmero de la cepa y las 2 restantes para el número de la 

carta (Tabla 2). 

Los programas en que fueron corridas las tarjetas I.B.M. 

dieron como resultado la obtenci6n de listados y un dendro-

grama en el que las cepas rueron ordenadas de acuerdo al 1n 

dice de Jaccard (Sneath, 1957), procedimiento matemático -

mediante el cual las muestras obtenidas se agrupan en fun--

ción de la similitud de los caracteres positivos entre un 

par de cepas. Su fórmula se exp~esa as1~ 

Donde: 

Indice de Jaccard (Sj)=-a +ªb T 
0 

a=un par de cepas con el mismo caracter 
positivo 

b=un par de cepas donde el mismo car~cter 
es positivo en la primera de ellas y -­
negativo en la segunda 

c=un par de cepas donde el mismo carácter 
es negati~o en la primera de ellas y p~ 
sitivo en la segunda. 

Al construir el óendrograrna se estableció la l!nea de 

corte siguiendo el criterio de la especie conocida. El pun-

to de referencia fue el porcentaje de similitud aproximado 

al que se agruparon las, cepas de referencia ,pe~tenecientes 

a Bacillus y Pseudomonas, · 
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También se obtuvieron una serie de listados de porcen­

tajes por prueba, es decir, listados en los que se indican 

los porcentajes de cepas posltiVdS y negativas obtenidos en 

cada prueba. Se imprimieron listados de este tipo para to-­

dos y cada ~no de los fenones' surgidos del dendrograma, as! 

como para las poblaciones del agua, sedimento" y el total de 

cepas salvajes. 

Con el dendrograma y el conjunto de listados de parce~ 

tajes por prueba, los datos quedaron listos para ser iuter-­

pretados. 



3: RESULTADOS 

3.1: Estudio de Poblaciones 

Como ya se senaló anteriormente~ de las 204 cepas de 

la población total 104 pertenecen al agua y 100 al sedimen­

to. Sus caracterí'sticas son bastante similares. Tanto en un 

hábitat como en otro los bacilos predominan soLre ~odas las 

demás formas celulares, observándose un 75% en la población 

total. Las cepas de individuos pleom6rficos abarcan el 18% 

quedando el resto de las cepas entr~ los cocos, 5% y los e~ 

pirales, 3%; el color de las colonias bacterianas fue crema­

blanco en un 80%, amarillo-verde en un 17% y Gnicamente 5% 

de colonias anaranjado-rojas (Tabla 4). 

~in embargo existen ciertos cambios importantes a1 an~ 

lizar las cepas del ~edimento y las del agua por sepa~ado. 

En las primeras el porcentaje de bacilos se incrementa hasta 

alcanzar un 89%, que en el agua es sólo de 6~%. En cambio 

los porcentajes de pleomórficos disminuyen notablemente del 

agua al sedimento. El incremento de bacilos en este hábitat 

corresponde a un incremento en la proporción de colonias 

crema-blanco y a una disminuci6n del porcentaje de las colo 

nías de los demás colores. Otra característica importante 

de las poblaciones del sedimento es el aumento de cepas es­

poruladas. En el agua no alcanzan mas que el 2% las cepas 

con espora defor~ante y un s• las de espora no deformante, 

mientras que ~n el sedimento llegan a alcanzar 19 y 17%_ re~ 

pectivamente. Estos Bltimos porcentajes obviamente reflejan 
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un aumento en la proporci6n de Gram positivos~ que, aunque 

son en general minoritarios (pues sólo abarcan el 26% de la 

poblaci6n total) llegan a alcanzar hasta 43% en el sedimen­

to contra s6lo 12% en el agua. 

Un eq% de la poblaci6n tanto de"agua como de sedimento 

mostr6 actividad hidrocarbonoclástida, el 16% restante, es 

decir, 'que no presenta esta función puede' estar constituído 

por cepas que perdieron esta capacidad, o por cepas que se 

desarrollaron en el medio a expensas de los productos de ex 

creción de las otras. 

Se encontr6 una ligera dife~encia en la fermentación 

de glucosa entre los dos hábitats; En el sedimento existe 

uh 7~ más de ,fermentaci6n que en el agua~ pero s6lo un 1% 

más en la oxidación; esto es importante en la medida que -

indica una presencia mayor de anaerobios facultativos, so­

bre todo en el sedimento. La reducci6n de nitritos fue siem 

pre menor que la de nitratos para los dos hábitats, aunque 

no se encu,entran cambios muy drlisticos entre ellos al anal!_ 

zar las dos pruebas por separado. No obstante un porcentaje 

casi igual al de reducción de nitratos se presenta en la p~ 

blación para la producción gaseosa de nitr6geno en anaero­

biosis. 

La poblaci6n bacteriana en t~rminos generales mostró 

caracteristicas de halotolerancia 1 pues a 120 partes ~dr 

mil, el.crec~mi•nto s8lo decreció hasta 66%~ viniendo de un 
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99% a O y 70 partes por mil {ppm). Unicamente se mostró una 

drástica caída a 180 ppm. en donde los porcentajes fueron -

de 10 y 17% para agua y sediment~~ respectivamente. Se pue­

de decir que las cepas trabajadas son eurihalinas. 

A 37 y 41ºC practicamente el total de la población fue 

capaz de crecer. A 4°C el porcentaje no llega a alcanza~ el 

40%. A pesar de esto las cepas que sí crecieron a esta ait_! 

ma temperatura tienen una amplia capacidad de tolerancia a 

los cambios en este importante factor físico y constituyen 

más de un tercio de la población. 

Con respecto a las exoenzimas se observa una ligera 

predominancia·a la producción de estas substancias en las 

cepas del agu~ con respecto a las del sedimento; concreta­

mente en los casos de amilasa, tween 80, ureasa y oxidasa. 

En los casos de gelatinasa, ADNasa y catalasa, se encuentra 

que fueron producidas en mayor porcentaje en las cepas ais­

ladas del 3edimento. 

Las cepas trabajadas no necesitan de factores de creci 

miento para su desarrollo; el 99% fue capaz de crecer en los 

medios de prototrofía simple, sin requerir siquiera la mez­

cla de vitaminas o la de aminoácidos. 

Más de las dos terceras partes de la poblaciOn es ca­

~az de almacenar el Poli~Beta-Hidroxibutirato (PHB). Aunque 

la diferencia sea muy ligera, es importante senalar que el 

72% de las cepas del sedimento fueron capaces de almacenar-
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lo, contra un 66% de las cepas del agua. 

~a producci6n de leván fue muy baja tanto en el agua -

como en el sedimento, 

Todos los resultados hasta aquí mencionados se muestran 

en la Tabla 4. 

Pruebas Nutricionales. La población de bacterias mostr6 

' 
una orientación al consumo de ácidos orgá~icos, aminoácidos, 

ácidos grasos y carbohidratos en este orden tanto en el to-

tal de cepas salvajes como en las cepas del sedimento; sólo 

en las cepas del agua los carbohidratos ocupan el tercer lu 

gar desplazando al cuarto a los ácidos grasos. Los ácidos -

dicarboxílicos y los alcoholes muestran un consumo medio;en 

los compuestos aminados este consumo es bajo (Tabla 5). 

P.ara fines prácticos se ha excluido al lactato (hidro­

xiácido) yal fenal (compuesto aromático) de las tablas, ba~ 

tanda con mencionar que el consumo del primero fue muy alto 

tanto en agu~ como en sedimento, en tanto que el del segun-

do fue más bien bajo (89 y 36% respectivamente). 

La atenclón fundamental se centra sobre las 7 familias 

de substratos arriba mencionados. Se observa que a pesar -

de tener un ¡ndice Medio de Utilización muy elevado, la di~ 

persión en el consumo de ácidos grasos es siempre muy gran­

de¡ ~l rango de utilización va de 0% en el caso del pelarg~ 

nato (anico c~mpuesto no utilizado por ninguna de .las cepas 

salvajes) hasta 92% en el acetato para las cepas del sedimen 



Cepas Cepas 
Aguo í:&l Sr.dlmento (X.} Total !%1 

PRUEBAS FISIOLOGICAS 

Protot roffa 99 98 99 
Prototroffa +Vitaminas 99 98 99 
Prototroffa +Vitaminas +!•A.A.~ •. 99 98 99 
Rcducc16n de Nitratos 67 69 68 
Reduccl6n de Ni tri tos 23 17 20 
Produccl6n de Nitrógeno Gaseoso 6S 61 63 
Oxidación de Glucosa so 51 so 
Fermentación de Glucosa S6 69 62 
Producción de PHB 66 72 69 
Degradación de Petróleo IXTOC-1 84 84. 84 
Producción de Leván 21 20 21 
Ami lasa s8 56 S7 
Galatlnasa SS S6 SS 
AD Nasa 71 77 7'4 
Tween 80 70 60 6S 
Ureasa 26 21 24 
Cata lasa 82 86 84 
Oxldasa 69 SS 62 
Salinidad O p.p.m, 98 99 99 
Salinidad 70 p.p.m. 99 98 . 99 
Sallnldad.120 p.p,m, 62 71 66 
Salinidad 180 p.p.m. 18 10 14 
Temperatura 40 C 38 35 36 
Temperatura 37º C 99 98 99 
Temperatura 41º C 99 100 . 100 
Gram Positivo 12 43 26 
Gram Negativo 88 57 71+ 

PRUEBAS PlJRFOLOGICAS 

Color Crema-Blanco 72 89 80 
Color Anaranjado-Rojo 6 4 5 
Color Amarillo-Verde 23 11 17 
Otro Color o •:O o 
Pigmento Ulfoslbla o o o 
Cocos 9 2 s 
Bacl los 62 89 7S .. 
Espirales 3 4 3 
Pleomórf lcos ·27 8 18 
Espora Oeformante 2 19 10 
Espora No Deformante s 17 11 
1 a 2 Células 98 98 98 
Cadenas .2 2 2 
Racimos o o o 
Otro Arreglo o o o 

TABLA"4: PORCENTAjes DE CARACTERES POSITIVOS EN CEPAS SALVAJES: 
PRUEBAS FISIOLOGICAS Y MORFOLQGICAS 



CARBOHIDRATOS .ACIDOS AelDOS ACIOOS ALCOHOLES AM ltlOAC 1 DOS COMPUESTOS TOTAL 
GRASOS O 1CARBOX1 LI COS ORGAtHCOS AMINADOS 

l..M.U. 54.07 50.40 42.00 75.33 42;00 57.07 21.33 49.76 

CEPA$ A.A. 10.64 38.44 32.51 12.90 21.17 24.36 17,93 24.43 
AGUA 

e.e. 100.00 80.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 98.30 

l .M.U. 41.64 lt6.60 37,50 ~s.oo 29.50 lt6.73 16.so l¡0.42 

e~PAS A.A. lZ.77 41,57 37,13 22.07 18.08 19.63 13.44 28.62 
SEDIMENTO 

e.e. 100.00 80.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 98.30 

l .H.U, 47.93 ltS.60 liO.oo 71.67 36,00 52.13 19.00 liS.25 

TOTAL DE A.A. 11.93 39.90 83,71 17.04 19.38 . 21.47 15 .85 23.25 
CE?AS 

e.e. 100.00 ·so.oo 100,00 100,00 100.00 1 oo.oo 100.00 98.30 

l .M.u ... 1 ndlc:e Medio de UtlllzeclOn 

'f A.A.• l\fl ni dad Aslml latrlz 

e.C.• Capncidad CatabO.l lcil 

TABLA 5: CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DE LAS POBLACIONES H IOROCARBONOCLAST ICAS. 
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to y 89% en las del agua, de manera tal que el I.M.U.eleva­

do lo están determinando en este caso no el conjunto de sub!!_ 

tratos utilizados en una familia, sino aquellos que mostra 

ron un porcentaje má~ elevado ~e utilización. 

En el otro extremo se encuentran los ácidos dicarbox1-

licos, en quienes un I .M .U. medio ba sido determinado por 

una enorme diferencia en el bajo porcentaje de ciertos com­

puestos como el oxalato y el malonato (10 ~ 15% respectiva­

mente} y el muy alto del succinato (91%), y que producen 

una dispersi6n muy grande de la muestra; todo lo cual se i­

lustra en las figuras 2,3 y 4. 

En estas mismas figuras y en la Tabla 5 se observa que 

los carbohidratos, ácidos orgánicos y compuestos aminados 

tienen una A.A. menor. En estas familias quimicas, el 

l.M.U. expresa con mayor claridad el porcentaje de utiliza­

ción de los compuestos y no existen casos tan e~tremos en -

su diferenci& como en los grupos sefialados en el párrafo an 

te;roior. 

Entre estos dos grupos de familias se encuentran los 

alcoholes y los aminoácidos, en los que si bien es cie~to 

existe una amplia dispersión y porcentajes de utilizaci6n 

bastante distintos entre los co~puestos, la cantidad de 

substratos estudiados en est;s familias determina que s6lo 

algunos de estos compuestos estén determinando fundamentai­

mente el !.M.O~ Son pues·, por lo que respecta a su Afinidad 
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Asimilatriz,un grupo intermedio entre los de baja y alta dis 

persión. 

En total, se obtuvo un I.M.U. de 45.25. Las cepas del 

agua mostraron una mayor efectividad en el consumo de subs-

tratos orgánicos (I.M.U.= 40.42) y ad~rnds mostraron una Afi 

nidad Asimilatriz menor que las segundas a pesar de que en . 
las familias de alcoholes, aminoácidos y compuestos amina--

dos esta fue mayor que en la población del sedimento. La Ca 

pacidad Catabólica fue igual para ambas poblaciones dado 

que sólo uno de los 59 compuestos no .fue utilizado (Tabla 5). 

Englobando los resultados, se puede caracterizar a la 

población bacteriana hidrocarbonoclástica de la Sonda de --

Campeche como predominantemente integrada por·bacilos Grarn 

negativos con colonias color crema-blanco, no esporuladas, 

eurihalinas, anaerobios facultativos. con alta capacidad de 

consumo de· ácidos orgánicos, aminoácidos, ácidos grasos y 

carbohidratos.especialmente en las cepas del agua y con un 

incremento de Gram positivos esporulados en el sediemento y 

mayor diversidad morfológica y de producción de exoenzimas 

en el agua. 

.3.2: Estudio Taxonómico 

En el dendrograma éonstru1do se estableci6 ia 11nea de 

corte al 64% de similitud empleando el mGtodo de la especie 



J 1 

ao 

1 '~ l 

•• 

... llO 

. lit 

IO 

" 
100 

flNOIES 
¡¡¡ 

1 

1 

1 

1 
:L. 

r9 
[& 

l 

~ 

a: u l..;:; .u • t = _. -

a 

' 
. 

1 

i 
1 

l l 
1. 

t l 1 

~rl.I 1 i ] 
~ 1 -1 

r l 1 ....e:- n 1 
\. 

<. 

"'1 

1 

1 

1 
! 
i 
1 
1 
' ' 

-- 1 mm; i ¡• - -z . .. ; ..... ::; ; •• u 

1 
1 

:a 4 .. • 'l/íl\\ 
10 11 12 13 14 111 

FIG 5: DENDROGRAl'IA DE CEPAS HIDROCAABONOCLASTICAS DE AGUA, SEDIMENTO Y COLECCION SEGUN 
EL INDICE DE JACCARD (SJ). 

\ 

j 

\ 
' 
' 

: 1 

a _L 

1 

' 
-~ 

} 
1 

• ;. .i:; 

I& ll' 

.... , 

-1 

.. 
1• 

40 

.. 

l50 

.. 

·-

-

·-

.. 85 O'l 

llO 

IOO 

ENONH F 

~ 
11 



-36-

conocida.El punto de referencia para hacer es~e corte fue -

el porcentaje al que se agruparon las cepas de colección de 

los géneros Bacillus y Pseudomonas (figura 5). 

Quedaron formados 18 fenones a lo largo del dendrogra­

ma, todos ellos conteniendo un mínimo de 3 cepas; se ignor~ 

ron los grupos formados por pares. 

Descripción~ fenones (Tablas 6 y 7). 

FenOn 1: 

ConstituÍdo por 3 cepas; todas del agua, estación 10. 

Cepas pleomórficas, Gram negativas. Su capacidad hidr~ 

carbonoclástica es la más baja de los 18 fenones (s5lo 33%). 

En anaerobiosis las tres cepas reducen los nitratos hasta -

nitrógeno gaseoso, sin embargo, los procesos de reducci6n -

de nitratos y nitritos en aerobiosis son muy incipientes; -

dos de las tres cepas son capaces de fermentar la glucosa y 

todas ellas la oxidan en condiciones aerobias. 

De las exoenzimas sólo se producen oxidasa ·Y tween 80 

en su totalidad y la gelatinasa en un 67%. Cepas eurihalinas 

entre O y 120 ppm; no crecen a 180 ppm. Corno en todos los -

fenones, hay un crecimiento del 100% a 37 y 41°C. A ~ºC só­

lo una de las tres cepas exhibió crecimiento. Asimismo el 

100% creció, como en todos los fenones en las pruebas de -

prototrofía, prototrofía + vl"aminas y prototrofía + vitami 

nas +aminoácidos. 

Este fenón tiene una amplia capacidad de crecimiento -
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en ácidos orgánicos y carbohitlratos, aunque en estos últi­

mos su A.A. es muy grande y la e.e. no es de 100%. No se pr=._ 

senta consumo de compuestos aminados. 

Fenón 2: 

Es el más grande de los 18 fenones. Está constituido -

por 39 cepas de todas las estaciones; s6lo están ausentes 

las éepas del agua, estación 32. Predominan ligeramente las 

cepas de las estaciones 11 (9 cepas), 10 (8 cepas) y 13 ( 8 

cepas). Además, en este fen6n se ubica como cepa de referen 

cia Flavobacterium marinotipicum. Como consecuencia de todo 

lo anterior tenemos que el fenón.es el más heterog~neo de -

cuantos existen en el dendrograma, .nnque se puede distin­

guir una predominancia de las cepas del agua con respecto a 

las del sedimento. 

Tambiln se observa que el fenón presenta el mayor co~ 

sumo de substratos orgánicos. Se exhibe un amplio ~ndice de 

utilización de ácidos orglniccs y carbohidratos. A excep­

ción de los ácidos grasos y aminoácidos, el fenón dos tiene 

los I.M.U, más elevados para cada familia química en compa­

ración con los demás fenones; el I.M.U. total es el más ele 

vado tambi~n. 

El ún~co substrato que no fue consumidÓ es el pelargo­

nato, de •~nera que la C,C, tot~l es .igual a la de la pobl~ 

ci6n entera de bacterias, y es el único fenón que tiene una 

e.e. ~gual a 100.00 para cada familia qui~ica con excepci6n 
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de los ácidos grasos. Particularmente importante es el caso 

de los alcoholes y compuestos aminados, cuya e.e. es de 

100.00 s6lo en este fenón. La A.A. total es la segunda m4s 

baja de los 18 fenones y las A.A. de cada familia qufmica 

muestran también una relativamente baja dispersión de 1a u­

tilización de compuestos orgánicos como fuente de Carbono y 

energ:ia. 

En este fenón existen cepas de todas las formas, aun­

que predominan los bacilos, ampliamente,seguidos por los 

pleomórficos: El color de las colonias es mayoritariamente 

crema~blanco, pero existen también·colonias amarillo-verdes 

y es el único ~enón ~ue.posee colonias anaranjado-rojas. -­

Ex~sten vorcentajes bajos de esporas tanto deformantes como 

no deformantes y un 25% de cepas Gram positivas. 

La capacidad hidrocarbonoclástica del fenón es baja 

comparada con la mayoría de los fenones. Aunque a todas 

las salinidades se observa crecimiento, este es relativamen 

te pobre¡ el fenón es poco eurihalino. 

fenón 3; 

Integrado por 8 cepas de cuatro estaciones diferentes. 

Predomina el agua, estación 6 (3 cepas) y el sedimento, es­

tacidn 32 (2 cepas). Un 75% de las cepas son del agua. 

/\1 ;i,gual q,ue en el fenó1• anterior, la mezcla de hiibi­

tats y estaciones produce un grupo de. cepas muy heterogéneo. 

Sólo los cocos no están presentes; hay un 100% de colonias 
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crema-blanco, 13% de esporulados (espora deformante) y 25% 

de Gram positivos. La degradación de petr6leo se lleva a -

cabo en la gran mayoría de las cepas. 

··En este fen6n la producción de exoenzimas fue muy ele-

vada; a excepción de la ureasa todas las demás se producen -

por arriba del 70% y la ADNasa, catalasa y tween 80 alean-- . . 
zan el 100%. La reducción de los nitratos es más bien baja, 

así como la producción de Nitr6geno en anaerobiosis. La pr~ 

ducción de leván es la ~ás elevada de los 18 fenones. 

En las pruebas nutricionales se ~bserva un mayor consu 

mo de carbohidratos, ácidos orgánicos y aminolcidos. En los 

2 primeros se exhib~ una Capacidad Catabólica igual a 100.00 

y una Afimidad Asimilatriz muy baja. 

Fenón 4: 

Formado por 5 cepas, todas provenientes del sedimento, 

estación 32. Posee todas las formas celulares excepto pleo-

morfismo y colonias color crema-blanco. Hay una gran canti-

dad de Gram positivos, pero ninguna esporulada. Es el único 

fenón en el que esta obvia correlación Gram positivos-espor~ 

lados no se presenta. 

Existe casi la misma capacidad hidrocarbonoclástica --

que en los fenones anteriores y el mismo comportamiento en 

anaerobiosis. 

Las familias químicas mas utilizadas son los ácidos or 

gánicos~ los aminoácidos y los alcoholes, Los carbohidratos 
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muestran un I.M.U. muy bajo; sólo la arabinosa, la xilosa 

y la lactosa no fueron utilizadas. Los alcoholes aparecen 

por última ocasi5n como una de las 3 familias.químicas con 

I.M.U. mas elevado. Los compuestos aminados tienen.en este 

fen6n su I.M.U. mas elevado v una e.e. bastante grande en -

comparación con la del resto de los fenones. 

Fenón 5: 

Tiene 6 cepas: 3 del agua, estación 10, 2 del sedimento 

de esa misma estación y una del sedimento de la estación 13. 

Se encuentra un 100% de bacilos, 17% de los cuales tie 

nen una espora no deformante. Este ~ltimo porcentaje es 

exactamente el mismo de las cepas Gram positivas del fenón. 

Hay una eurihalinidad del 100% entre O y 120 ppm de salini­

dad y ninguna cepa crece a 4°e. Todo el fenón es capaz tan­

to de fermentar como de oxidar la glucosa." El 83% de las ce 

pas produce.Nitrógeno gaseoso en anaerobiosis. Por lo que -

toca a las e~oenzimas sólo el tween 80 y la catalasa se pr~ 

ducen en porcentajes elevados. En las pruebas nutricionales 

se vuelve al esquema de alto consumo de ácidos orgánicos y 

carbohidratos; debajo de ellos quedan los ácid~s grasos y ~ 

minoácidos, quedando las cepas de este fen6n como baja~ con 

sumidoras de alcoholes y compuestos aminados. Las A.A. tie­

nen valores altos. La e.e. es alta en todas las familias 

excepto compuestos aminados. El 83% de la• cep~s degrada el' 

petróleo. 
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Fen6n 6: 

Integrado por 17 cepas: 12 del agua. estación 32 y 2 -

del sedimento de la misma estaci6n. Las demás son cepas de 

las estaciones 10 y 13 para el agua y de la 12 para el sedi 

mento. Predominan· 1as cepas del agua. 

Una mayoría de bacilos y algunos pleomórficos integran 

al fenón. 100% Gram negati~os color crema~blanco en sus co­

lonias. 100% de hidrocarbonoclásticas y un muy alto porcen­

taje de nitrato-reductoras, así como de· productoras de Ni-

trógeno gaseoso en anaerobiosis. De los fenones que producen 

leván este es el que lo hace en mayor ·porcentaje. 

El I.M.U~ total del fen6n es de 46.11. Los compuestos 

que se consumen en mayor cantidad son los ácidos orgánicos 

y los aminoácidos. En los carbohidratos la e.e. es muy ele­

vada a pesar de tener un I.M.U. relativamente bajo. 

Fenón 7: 

Formado por 12 cepas, 9 de las cuales pertenecen al -­

agua, estación 6. 

La morfología es enteramente de bacilos. Gram negati­

vos en su mayoría aunque existe un pequeffo porcentaje de 

Gram positivos (18 %) ·el color colonial es en un 91% crema­

blanco y amarillo-verde el 9% restante. Las· 12 cepas son 

hidrocarbonoclásticas así como reductoras de nitratos en ae 

robiosis. Las exoenzimas se producen en porcentajes altos 

especialmente la catalasa y la oxidasa; la ureasa alcanza -

un 60%. El leván se produce en ~n 55%, porcentaje s~perado 
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en el fenón 3. 

El fenón es de los más eurihalinos pues todas las ce~as 

crecen_ a o, 70 y 120 ppm y el 36% a 180 ppm. 

Se utilizan en alta cantidad los ·ácidos orgánicos, a­

minoácidos y carbohidratos, que tienen en este fen6n una C. 

C. de 100.00 en los tres casos~ En los aminoácidos la A.A. 

es alta debido a la diferencia entre el consumo de metioni­

na y cisteína (9%) y todos los demás substratos empleados -

para esta familia qu1mica, que muestran porcentajes de uti­

lización mayores al 80~. 

Fen6n 8; 

Tenemos en este fen6n 2 cepas del sedimento, estación 

11, una del agua, misma estación y 4 cepas de referencia 

del género Bacillus: Bacillus polymyxa, Bacillus lichenifor­

~· Ba·c·il1us megaterium y Bacillus sphaericus. 

Debido a la dominancia de este género en el fen6n, en 

centramos un elevado porcentaje de Gram positivos (71%)y de 

esporulados, junto con las Gram negativas en colonias crema­

blanco. 

Sólo el 50% de las cepas de este fen6n degradaron el -

petróleo; estas cepas son ·menos eurihalinas que en otros fe 

nones pues sólo se logra un 100% de crecimiento a 70 ppm de 

salinidad, observándose solamente un 14% a O ppm. Pero a di 

ferencia de_ la mayoría _de lo~ fenones en este hubo un creci 

miento en todas las salinidades. A 180 ppm el crecimiento -
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fue de 43%. 

Entrelas exoenzimas, la gelatinasa alcanz6 un 100% de 

producci6n, siendo este uno de los pocos fenones ~ue prese~ 

ta esta característica. La utilización de compuestos orgán! 

ces en pruebas nutricionales se orientó hacia el consumo de 

ácidos orgánicos y aminóácidos al igu~l que en los anterio­

res fenones; observándose en estas famili~s capacidades ca­

tabólicas iguales a 100.00. Los carbohidratos y ácidos gra­

sos también presentan altos índices de utilización y e.e. 

~e 100 y 80 respectivamente. Ninguna ·Cepa aprovechó el fe­

nol. 

Fenón 9: 

Enteramente constituído por 5 cenas de referencia del 

género· Ps·e-ud·omo·n·as; estas son: ·Pseudomonas mendocina, Pseudo­

~ marina, Pseudomonas arvilla, Pseudomonas putida (PpG1) 

y Psaudomonas putida (PpS126). 

Formado por bacilos Gram negativos con color crema-blan 

co en las colonias y no fermentativos. Su porcentaje de de­

gradaci6n del petr6leo fue de 100%. 

Estas cepas sólo pueden crecer, por lo que a que sali­

nidades se refiere, en un 100% a 70 ppm. Al igual que el an 

terior este fenón es de los ~enos eurihalínos, pues sus ce­

pas no crecen a O ppm y sólo el 60% lo hace a 120 ppm; a p~ 

sar de esto Gltimo hay también; como en el fenón anterior -

un elevado porcentaje de crecimiento a 180 ppm (~0%). 
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Se producen exoenzimas en porcentajes muy bajos. A ex­

cepción de la catalasa, con un 100% de porcentaje, ninguna 

otra rebasa siquiera el 50% y si la ADNasa, ureasa y gelat~ 

nasa tienen un porcentaje de 0.00. 

En este fenón los ácidos orgánicos y grasos son los que 

se utilizan en mayor proporción y los últimos exhiben el 

I.M.U. más alto de lo~ 18 fenones para esta familia. Los a 

minoácidos también son producidos en proporciones altas 

(I.M.U.= 74.66). 

Fenón 10: 

Una mezcla entre cepas de las estaciones 10 y 13 se pr~ 

senta en este fenón de 5 cepas, correspondiendo la mayoria 

a las del agua, estación 10 (3 cepas). 

Se presentan las mismas caracteristicas morfológicas -

de los fenones precedentes: bacilos Gram negativos con colo 

nias crema-blancas. 

El metabolismo del Nitrógeno es una característica im­

portante de este fenón, pues en condiciones aerobias prese~ 

ta uno de los porcentajes más elevados de reducciones de -

nitratos y nitritos (60%). En anaerobiosis la producción de 

Nitrógeno gaseoso es de un 100%. La fermentación de glucosa 

apenas alcanza un 20% y no existe oxidación del carbohidrato. 

En este fenón el PHB se acumula en todas las cepas. 

La producción de exoenzima~ es muy elevada. Amilasa, 

ADNasa y oxidasa son producidas en porcentajes del 100%. 

Las demás exoenzimas se producen en porcentajes iguales o -

.. 
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mayores al 75 % a excepción de la ureasa, que alcanza el 

60%, porcentaje reLativamente elevado para la producción de 

esta substancia. 

En las pruebas nutricionales se muestra de nuevo que -

las ramilias de ácidos organices y grasos fueron las que se 

consumieron en mayor medida; les ziguen en !mportancia !os 

ácidos dicarboxílicos, quienes presentan, una' e.e. igual a 

100.00. En las demás familias este parámetro es mas bien 

bajo excepto en los aminoácidos tC.C.=80.00). La A.A. glo--

bal y de las distintas familias es superior a 30.00 excepto 

en los ácidos orgánicos. 

Fenón 11: 

Constituido por 10 cepas de la estación 32; 8 del agua 

y 2 del sedimento. 

Su morfolog1a una vez más es de bacilos Gram negativos 

con colonias crema-blanco. Tiene .un comportamiento igual al 

del fenón anterior en cuanto a la reducción de nitratos, p~ 

ro la de nitritos y la producción de Nitrógeno gaseoso son 

mas bajas que en aquel. 

Es un fenón poco resistente a los cambios de salinidad, 

aunque hay crecimiento en las 4 concentraciones. A 120 y --

180 pp~ se muestran los más bajos porcentajes entre los fe-

nones que pueden crecer a estas salinidades. ~a degradación 
(; 

del petróleo es muy alta (90%) y p~cas cepa~ f~rmentan la -

glucosa. Al igual que en el fen6n 10~ todas 1as cepas acum~ 

ian PHB. 



En este fcnón comienzan a presentarse bajos índices -

de utilización para las pruebas nutricionales. El I.M.U. t~ 

tal no llega a 30.00. Los compuestos mas utilizados son los 

ácidos orgánicos y los grasos, pero el valor de sus I.M.U., 

especialmente en los ácidos orgánicos (que en fenones ante­

riores llegaba usualmente a 100.00) experimenta una reduc-­

ción drástica. Los aminoácidos también muestran I.M.U. re­

lativamente bajo, así como los carbohidratos, quienes en e~ 

te fenón sólo ven consumidos 5 de los 14 substratos probados. 

La Capacidad Catabóiica también es baja en e$te fenón, 

tanto para las diversas familias quimicas como para el total, 

pues sólo los ácidos orgánicos logran obtener un valor de -

100.00 y los ácidos dicarboxilicos de 75.00. Todas las demás 

familias químicas presentan la e.e. igual o menor a 60.00. 

La Afinidad Asirnilatriz es superior a 50.00 tanto en 

ácidos orgánicos como ,en grasos, sólo los carbohidratos 

(por su bajo consumo generalizado) la presentan baja. 

Fenóti 12: 

Dos cepas del sedimento, estación 13 y una del agua, -

estación 32 constituyen este pequefio fenón que en sus cara~ 

terísticas morfológicas y de tinción Gram es igual a los a~ 

teriores: Bacilos de colonia crema-blanco y Gram negativos. 

Sin embargo presenta características f isiol6gicas muy 

particulares. Es el·único fenón en el que todas las cepas -

pueden reducir nitratos y nitritos y en el que ninguna pro­

duce Nitrógeno gaseoso. No .oxida la glucosa aunque una de -
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las 3 cepas si la' fermenta. Al igual que en los 2 fenones -

anteriores, se.acumula PHB en todas las cepas~ igual que -

en los.2 siguientes todas degradan petróleo. La producción 

de exoenzimas es bastante baja. el twee~ SO no se prod~ce -

en.este fen6n. 

Los compuestos orgánicos más utilizados son los §cidos 

orgánicos y grasos, pero ninguna familia tiene. una e.e. de 

100.00 y las A.A. son siempre superiores a 30.00. Todo lo -

cual se ve reflejado en los resultados totales del fenón. 

Fenón 13: 

Formado por 2 cepas del agua, .estación 12 y una del -­

mismo hábitat, estación 13. 

Junto con el fenón 1 es el único con ·un 100% de cepas 

pleom6rficas, en un 67% de color crema-blanco en sus colo-­

nías y en un 33% amarillo-verdes; todas Gram negativas. 

La degradación del petróleo se efectúa en todas las 

cepas. 

Este fenón es poco eu~~halino dado que i610 una de las 

3 cepas crece a 120 ppm. y ninguna a 180, aunque todas lo -

hacen a O y 70 ppm. Ninguna cepa crece a 4°C. 

El metabolismo del Nitrógeno es prácticamente lo opue! 

to al fenón anterior. Ninguna cepa es capaz de reducir ni -

los nitratos ni los nitritos~ y en cambio el 67% es c•paz de 

producir el Nitr6gerio saseoso en anaerobiosis. 

Hay una elevada producción de exoenzimas. Si bien la ~ 
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reasa no es producida por ninguna cepa, en cambio todas 

producen ADNasa y tween·BO, y el 67% catalasa y oxidasa. 

Los aminoácidos y ácidos grasos son las familias consu 

midas preferentemente, pero en bajos porcentajes. Entre los 

alcoholes s6lo se consume el Glicerol, sóio el Citrato entre 

los ácidos orgánicos y el succinato entre los dicarboxilicos, 

lo cual produce I.M.U. y e.e. bajas. 

Fenón 14: 

5 cepas del sedimento, estación 13, integran este fen6n 

que muestra cepas fo_rmadas por bacilos Gram negativos, tanto 

de color crema-blanco como amarillo-verde en sus colonias. 

En este fenón todas las cepas.degradan el petróleo y 

son fermentadoras de glucosa. 

Entre las exoenzimas la amilasa se sintetiza po~ parte 

de todas las cepas. Al igual que en los tre~-anteriores fe-

nones no hay producción de lev~n. Las cepas del fenón pue--

den crecer todas entre O ~ 120 ppm, pero ninguna resiste --

180 ppm.de salinidad. 

Los ácidos orgánicos y los grasos son los que se cons~ 

men en mayor proporción y por tanto presentan un I.M.U. mas 

elevado. Entre los alcoholes s6lo se consume el glice·rol ,_ 

y los compuestos amirii~os tienen I.M.U., A.A. y e.e. igual a 

cero. En general las Capacidades Catabólicas son bajas exce~ 

tuando a los-ácidos orgánicos; las Afinidades Asimilatrices 

son bastante astas a excepci6n de alcoholes y compuestos a-

•, 
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minados. 

Fenbn 15: 

Este fenón agrupa a 7 cepas del sedimento, estación 13 

y una del agua, estación 6, y está constituido también por 

bacilos Gram negativos y de colonias crema-blancas. 

La degradación del petróleo se efe~túa por parte del -

88% de las cepas y en el mismo porcentaj~ se redujeron los 

nitratos. Es uno de los pocos fenones en los que la produc­

ción de Nitrógeno gaseoso es menor a la reducción de nitra­

tos e igual a la de nitritos, 

También sus cepas son capaces de crecer entre O y 120 

pp~ y el 75% crece a 4°e. Tiene un relativamente alto porce~ 

taje de almacenamiento de PHB. 

Nutricionalmente son una vez mas los ácidos orgánicos 

y grasos los que se utilizan en mayor medida. Las Afinida-­

des Asimilatrices siguen siendo muy altas y la e.e., se ele­

va en comparación con sus valores en los últimos 4 fenones, 

pero sin llegar a sobrepasar los de los primeros 10. 

Fenón 16: 

Agrupa 7 cepas del sedimento, estación 12. 

La morfologia de este fenón es muy diferente a la de la 

mayoria de los fenones y en especial a la de los inmendiata 

mente precedentes. En este renglón los resultados son per~­

fectamente coherentes: 86% de bacilos y 14% de pleomórficos; 

86% de Gram positivos y 14% de Gram negativos. Dentro de -~ 
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los Bacilos el 29% son ·esporulados con espora deformante -

y otros tantos con espora no deformante. Es el fen6n que 

presenta mayor porcentaje de Gram positivos entre los 18 a-

grupamientos bacterianos. 

Todas las cepas fermentan y reducen la·glicosa. Ningu­

na cepa red~ce los nitritos pero el 6i % reduce los nitratos. 

En anaerobiosis el 71% produce Nitrógeno gaseoso. Como en -

otros 7 fenones no hay producci6n de leván. El 67 % degra-

da el petróleo del pozo lXTOC 1. 

ia producción de exoenzimas alcanza un alto nivel. 

Tween SO, catalasa y ox~dasa son sintetizad~s por todas las 

cepas, las dos terceras partes del fenón sintetizan amila-

sa y ADNasa y la mitad gel~tinasa. Unicamente la ureasa no 

es sintetizada por ninguna cepa. 

Este fenón es el segundo más euritermico de los 18, --

pues 6 de las 7 cepas crecieron a 4ºC; en cambio es el mas 

stenohalinc, pues sólo hay crecimiento celular a O y 70 ppm. 

Desde el punto de vista nutricional los ~cides dicar--

bo~íl~cos y grasos son los que se utilizaron en mayor esca-

la, Todas las demás· familias químicas de compuestos fueron 

utilizadas en niveles muy bajos, lo cual expresó en sus ba-

' 
j~s Capacidades Catab6licas (exceptuando de nuevo a los á--

cidos o~g•nicos) y. en sus Afinidades Asimilatrices. 

En este sentido es importante hacer notar que los ami­

no•cidos, 'normalmen~e consumidos en altos porcentajes, en -

este fen8n presentan un l.H.U. próximo a cero."pues sólo la 
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histidina se aprovechó, y el lactato, un hidroxiácido cuyo 

porcentaje de utilización fue casi siempre de 10C%, ert este 

fenón fue sólo de 71%. 

Fenón 17: 

Fdrmado por 3 cepas del agua, estación 12. 

Cepas de cocos y pleomórficos (Gnico fe~ón con estas -. . 
caracteristicas) predominando los Gltimos y con colonias --

crema-blanco· y amarillo-verde, pred6minando esias Bltimas. 

Las 3 cepas son Gram negativas y todas degradan el petróleo. 

Todas fermentan la glucosa y só~o una no la oxida. Una 

reduce los nitratos y ninguna los nitritos, pero sólo una no 

produce Nitrógeno gaseoso en condiciones de anaerobioois. -

Hay una producción de leván relativamente alta. 

Al contrario como sucedió en el fenón 16, éste es el -

más eurihalino, pues sólo una de las cepas no fue capaz de 

crecer. a 180 ppm. 

En los medios nutricionales el fenón mostró una mayor 

capacidad para crecer en ácidos dicarboxilicos y ácidos gr~ 

sos, y en la mayor!a de ias familias la e.e. fue mayor que 

en algunos de los fenones anteriores. 

Fenón 18: 

Agrupa también a 3 cepas del agua: 2 de la estación 6 y 

una de la 13. 

Este fenón está compuesto por una mayoria de bacilos y 

una cepa pleomó~fica. Las 3 con colonias crema-blanco y Gram 

negativas~ e·l. 67% degrada petróleo. 
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En este fenón la característica más importante en cua!!.. 

to a su fisiología es ~l tan elevado porcentaje de produc-­

ción de exoenzirnas. A excepción de la ureasa las otras 6 -­

probadas fueron producidas por todas las cepas, e incluso-­

la ureasa exhibió su porcentaje ~as elevado· a lo largo de -

los 18 fenones (67%). 

En otros aspectos de las prueba~ fisiológicas las 3 ce 

pas producen Nitrógeno gaseososo en anaerobiosis y el 33% -

fermenta y oxida la glucosa, 

Nutricionalmente el fenón también es interesante pues 

a excepci6n del glutamato, ningGn otro de los 58 compuestos 

químicos restantes fue utilizado, dando como resultado'• los 

más bajos índices de utilización y Capacidades Catabólicas, 

al igual que Afinidades Asimilatrices, casi siempre iguales 

a cero, excepto en la familia de los aminoácidds.; (A.A.=25.81) 

De este modo el gutarnato se convierte en el substrato más -

utilizado por las cepas integrant~s de los 18 fenones. 

Una relación de las cepas integrantes de los fenones -

se puede encontrar en el dendrograma y en la Tabla 9, en ta!!. 

to que la Tabla 7 muestra los po~centajes obtenidos en las 

prueba$ .morfológicas y fisiológicas. La Tabla 6; correspon­

diente a porceni~jes de utilización de compuestos orgánicos, 

muestra los Tesultados obtenidos en pruebas nutricion~les. 
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V MORFOLOGICAS, 



4: DISCUSION 

Antes de comenzar a discutir los resultados obtenidos 

es necesario hacer ciertas consideraciones previas en cuanto 

a la conformaci6n geológica de la Sonda de Campeche y las -

estaci_ones trabajadas. 

De acuerdo al tipo de sedimento puede dividirse al á­

rea de estudio en 2 partes. La primera de ell¡ls, situada -­

en la parte occidental, está caracterizada por poseer sedi­

mentos .terrígenos y una fuerte influencia fluvio-lagunar o 

deltáica proveniente del sistema Grijalva-Usumacinta y de -

las lagunas de Tlrminos, Carmen, Ha~~ona, etc. En ellas es­

tán situadas las estaciones 6 y 32 entre las isobatas de 6 

y 10 brazas de profundidad y cercanas a la costa. 

En la región oriental de la Sonda, se presenta una com 

posición de sedimentos calcáreos y la influencia que se re­

cibe se tiene a través de la "Corriente del Lazo 11 , que pro­

viene del Mar Caribe y se interna a la Sonda de Campeche 

bordeando la Península de Yucatán En el límite aproximado -

de estas dos regiones o provincias se encuentra la zona de 

plataformas y por lo tanto las estaciones 10, 11, 12 y 13. 

En la primera región la cantidad de arcilla en el sedi 

mento va del 10 al 15%. En la segunda, situada entre 20 y 

40 brazas de profundidad hay una cantidad de limo de más del 

50% (Machado-Navarro, ~.al., 1979). 

Al examinar el conjunto de poblaciones que integran -­

las comunidades bacterianas degradadoras de petróleo, se oh-
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serva que existe una gran diversidad tanto morfológica como 

fisiológica. 

Esta diversidad en los distintos aspectos de l~ carac~ 

ter.ización bacteriana significa que en estas poblaciones _.., 

c~existen muchos géneros y especies. Esto es importante pa-

ra poder evaluar el impacto del petróleo en el .ár'ea de estu 

dio. En la medd¿a en que un agente externo y nocivo para la 

comunidad biótica vaya aumentando su presencia, sus efectos 

nocivos serán cada vez mayores, lo cual puede traducirse en 
J 

una eliminación cada vez más considerable de especies. 

Los resultados de Lizárraga-Partida 2.!_· ~.(1983) en -

relación a la baja proporción de bacterias hidrocarbonoclásticas 

con respecto al total de heterótrofas, ~ndican un,bajo 1n--

dice de contaminación a causa del petróleo. Sin embargo pu! 

de afiadirse que una mayor contaminación por parte de este -

combustible podría reflejarse en una disminución en el nüm~ 

ro de especies bacterianas, incluso hidrocarbonoclásticas, 

aunaue la orooorción de estas con respe~~o al total de het! 

rótrofas aumente. Ninguna de las dos condiciones aqu1 sefia-

ladas se ha cumplddo para la Sonda de Campeche. 

Se puede distinguir el gradó de homogeneidad de las --

poblaciones de .una estación o .hábitat a través de la canti­

dad de cepas ~ue entran a lo largo de todos y cada uno de -

los is fenones (Fig~5). Existen estaciones en las que en --

general los grupos de bacterias son .111ás. s·imilares que en. 

otras, aunque pueda pre•enta~se•mas de un fenóft por hábitat 
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y estación. 

La estación 32 tiene 36 cepas en total entre agua y -

sedimento. De ellas solamente una quedó por fuera de los fe 

nones. Las 35 restantes se repartieron wn 7 de ellos, mayo­

ritariamente en el 4 (con cepas del sedimento), en el 6 y 

en el 11 (con cepas del agua). Un caso similar sucede con -

la estación 6, en 1a que 21 de sus 27 cep·as se integraron -

.en 3 de los 18. feriones principalmenté en ·e1,7 (cepas de~ 

agua) y en el 18 (cepas del sedimento) .. 

Sin emLargo en otras estaciones .sucedió un fenómeno di 

ferente; en la estación 12 quedaron fuera 15 de las 35 ce-­

pas; éstas cepas no formaron ningdn grupo ni se integraron 

a ningdn fenón, y ~n la estación 11, 18 de las 30 cepas tam 

poco forma~on ningdn grupo, Es tal la heterogeneidad de las 

cepas de esta estación que resulta muy dificil ubicar algún 

grupo c 0 n ciertas características que lo hagan diferenciarse 

de otr.os. Todos estos datos pueden observarse claramente -

en la Tabla 9. 

Todo esto tiene importancia taxonómica porque se puede 

extraer como conclusión que en las estaciones 6 y 32 las bac 

terias hidrocarbonoclásticas, a pesar de estar én una concen 

traci8n ~As baja que en las estaciones del área de platafor­

mas (Lizárraga-Partida et.~·· 1982) permanecen formando -

grupos mejor definidos que en esta 61tima zona, en donde la 

heterogeneidad es mayor~ as! como .su concentración con res-
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pecto al total de heter6trofas. 

La mayor presencia de petróleo en la zona de platafor-

mas pudiera se la causante de la heterogeneidad de lacterias 

hidrocarbonoclásticas en esa zona, que, sin embargo no está 

lo suficientemente afectada como para poder observar una --

disminución en el número de especies. 

No queda sin embargo claro si el aspecto de las in----

;fluencias y características geológicas en ambas zonas tie-

ne alguna relevancia en la forma de agrupamiento de las cepas. 

Estas consideraciones acerca de la homogeneidad de las 

cepas tienen hasta aqu!. un carácter muy general que debe -­

particuiarizarse para los casos de cada estaci6n. 

4.1: Análisis de fenones por 
estac16n y hábitat. 

Las estaciones del área de plataformas, como se ha se-

fialado, poseen poblaciones bacterianas más heterogéneas, p~ 

ro también tienen poblaciones bin definidas. Si consideramos 

a cada fenón como una población encontraremos lo siguiente: 

La estación 10, aunque en general muy diversa y con más del 

40% de sus cepas fuera de los fenones, tiene 2 poblaciones 

caracteristicas: una en el fenón 1 y otra en el 10, ambas 

para el agua y una tercera población de agua-sedimento en -

el fenón 5. La estación 13, .ambién con más del 40% de sus 

cepas sin entrar a ninguno de los fenones, muestra que la -

mayor parte de este 40% pert~neció al agua, pues e~ el sedi 

mento existen 3 poblaciones bien delimitadas e~ los fenones 



!ABLA 8: Predomlnacla de Hábitats y Estaciones 
en los ,18 fenones obtenidos. 

=E NONES HABITATS 

Agua Sedimento 

: 7'""'"º 'º 10 

6 . 

11~ Estación 32 

13 

17 ~Estación 12 

18------ Estaci6n 6 

4----------------------Estac i6n 32 

J6-------------------~--Estacl6n 12 

7'~-------~----~-~~~-~~Estaci6n 6 

12=~~~~~~~~~==:::::::=::::::::::;:;~ 14 Estación 13 

15. 
Fenones de Mezcla 

.,_ _____ E-;tación 6, 11, 13, 10 y 12---Estaci6n 12 

3------Estaciones 6, 12--------Estacl6n 32 

Fenones con Cepas de Colección 

8 Bac il 1 us spp. 

Pseudomlnas spp. 

. .. 
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12, 14 y 15, no habiendo ningún fen6n que agrupara claramen 

te a las cepas del agua. Todo ello lleva aconcluír que en -

todas las estaciones, a excepci6n de la 11, existen pobla­

ciones de bacterias hidrocarbonoclásticas bien definidas y 

con mayor diversidad en el lrea de plataformas (Tabla 8). 

Existen además de esto~ fenones, algunos mas que pue­

den considerarse como «fenones de mezcla", y los constitui­

dos por cepas de colecci6n. Los,fenones de mezcla pueden in 

dicar la presencia de cepas con una amplia distribuci6n, es 

decir, con amplios mlrgenes de adaptación a las condiciones 

fisicoquimicas del lrea estudiada. 

El fenón 2 no puede ser .caracterizado taxon6micamente 

en vista de que ahi confluyen bacterias provenientes de to­

das las estaciones v hábitats~ con todas las formas. con to 

dos los colores de colonia; Gram positivos v Gram neeativos~ 

esporulados v no esporulados y que en conjunto presentan el 

Indice Medio de Utilizaci6nmas alto de los 18 fenones. Simi­

lares características presenta el fen6n 3, por lo cual puede 

decirse lo mismo que del fen6n 2. Estos fenones pueden ser-­

vir como un punto intermedio entre las características del 

área de plataformas y las del área cercana a la costa. 

La integración de Fl·avobact·erium marinot·ip·i·cum en el fe 

n6n 2 no implica que alguna o varias cepas salvajes de este 

agrupamiento pertenezcan a este zénero en vista de la gran 

diversidad de características encontradas. Es posible, sin 
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embargo, que los fenones con estas características, produc-

to de una mezcla de cepas bacterianas sean más eficientes -

en la degradación del petróleo como numerosos autores lo -

han sefialado (Atlas, 1977; Atlas, 1981; Colwell y Walker, 

1977}. 

Los fenones 8 y 9 están formados principalmente por 
• 

cepas de colección. En el ndmero 8 están ~grupadas las ce~ 

pas de Bacillus (con la excepción de Bacillus subtilis que 

no entró en ningún fenón y 3 cepas de la estación 11 (una 

del agua y dos del sedimento). Queda .descartado el hecho de 

que dos de estas tres cepas perten~~can al g~nero en cues 

ti6n dado que han sido caracterizadas como Gram negativas. 

La única cepa que puede ser considerada como Bacillus sp. 

es la 285. 

Del fen6n 9, enteramente compuesto por Pseudomonas no 

se puede sacar mucho provecho pues no hay cepas salvajes -

insertas. No obstante, no debe descartarse la posibilidad 

de encontrar cepas de Pseudomonas sp. dada su abundancia en 

el medio marino, entre las especies de hidrocarbonoclásti-

cas y en la Sonda de Campeche. De ser así se corroborarla 

lo establecido por Lizárraga-Partida (1979), con respecto 

a a la originalidad de las espcciac de Pseudomona~es .aialR-

das del medio marino con respecto a las reportadas por Bu~ha 

nan y Gibsons (1974). 

Es necesario llamar la atención.sobre el hecho de que 

al otorgárseles el mismo peso a tudos los caracteres, el -



TABLA 9: Relacl6n de las cepas lncluídas en Jos 18 fenones 
y su localizacl6n. 

Fehon 

J • 3 Cepas 

2, 39 Cepas 

3,8 Cepas 

Número de Cepas 

l83 
186 
193 

185 
187/ 
J92 
195 
196 
230 
3J4 
376 
lt25 
434 
4lt7 
4lt9 

HAbitat 

Agua 
Agua 
Agua 

Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Sedimento 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 

Estaciéin %Agua y 
Sedimento 

10 Agua,.100 % 
JO 
10 

10 Agua~66 % 
1 O Sed lme:ito")0,80% 
10 Colécci6n -2.563 
JO 
10 
JO 
12 
13 
6 
6 
6 
6 

9200 
450 
358 
362 
3n 
381 
)86 
250 
220 
511 
246 
247 
332 
283 
227 
234 
416 
288 
1¡66 
3J6 
322 
258 
280 
283 
267 
265 

Flavobactrlum marlnotlplctrll 

326 
538 

Agua 6 
Sedimento J2 

Agua 13 
Agua 13 
Agua J3 
Agua J3 
Agua JI 
Sedimento 12 
Sedimento 12 
Agua 11 
Agua IJ 
Sedimento 12 
Agua 13 
Sedimento JO 
Sedimento 10 
Sedimento 13 
Sedimento 11 
Sedimento 6 
Agua 12 
Agua 12 
Agua 11 
Scdírnanto 11 
Sedimento 11 
Agua lt 
Agua 11 
Agua 12 Agua~75.00% 
Sedimento 32 Sed imento~25,oo-" 
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330 Sc1li111cnto 32 
329 A!JIH.l 12 
1¡1¡2 il'3llll 6 
l¡l¡l¡. l\!)U<l 6 

---~---------"3-'-7<l-S--------'11;.;i•. ua 13 
Fenón 4,5 Cepas 518 Sed i111cnto 3{ Sedin1<'nt•-;-¡o¡¡¡,-· 

524 Sedi1í1.,nto 32 
521 Sedimento 32 
523 Sed i nlcnto 32 

----'-~--------","'927.,_2._--------"-S'•d lrr..;-;;:.> )¡! ________ , __ .. __ 
Fenón 5. 6 Cepas A9ua 1 o Agua~50. OO't, 

204 Agu<.1 10 Scdlmnnto· ;.O.OO'Y, 
210 l\9ua 10 
405 Sedimento 13 
235 Sedimento 10 

_____________ ::,2...,_ _______ _,,Scdimento 10 
Fenón 6, 17 Cepas 201 Agua -· io f\gua~77 .or)¡--

519 Scdi1111>nlo 32 Scdimcnlo-•22.00J, 
525 ~ed irn<>nto 32 
351 Sedimento 12 
485 Agu;¡ 32 
3~ A9ua 13 
500 A9ua 32 
483 Agua 32 
489 Agua 32 
486 Agua 32 
490 A9ua 32 
491 Agua 32 
494 Agua 32 
495 Agua 32 
496 Agua 32 
499 Agua 32 

01 A ua 32:...-__ _ 
391 Sedimento 13 Agua"Uj~ 
451 Sedimento 6 Sedimcnto-ll;.67·r., 

Fenón 7. 12 Cepas 

468 St!dlmcnto 6 
461 Sedimento 6 
475 Sedimento 6 
458 Sedlinento 6 
459 Sed lrannto 6 
472 Sedimento 6 
474 Sed intento 6 
488 Agua 32 
445 l\gua 6 

--,-..,,---,,----·~----~54~0=-~------~Sp_~~_____J.~2 _____ _ 
f!!nón 8 • 7 Cepas 270 l\guo 11 Agua ~ 1'1. 00 -.¡-

299 Sedimento 11 Sediroonto 2!!.00 % 
9004 r.acillus polymyxa Colección 57.00 % 

285 Sedimento 11 
9001 IJaci l lus 1 inchcrl formi5 
9003 l!i2f:Lu us n!.<:!lE.!6:..e_rLt!!!! 
9006 íl;,ci 1 lus spltac·rlcus 
~r ------j~c:~~1I~;&rti~ -~;,~1¡;¡y ¡·ñ=r-=coT~ccíUtr:roo:t: Feñón 9, 5 Cepas 



9053 Pseuúonionas marina 
9057 Pseudoroñils a;:vm a 
9058 Pseudomonas fil!!:~.!! (Pp GI) 
9060 Pseudomonas putida (PpS 126} 

Fenón 10, 5 Cepas 194 Agua 10 Agua"!lo.oo % 
202 A .. ua 10 Sed lmento=i!l.00".<; 
203 Agua 10 
389 Agua 13 
410 Sedimento l.:! 

Fen6n 11, 10 Cepas 492 Agua 32 Agua .-80, 00 % 
505 Agua 32 Sedlmento,.20.00% 
507 Agua 32 
510 Agua 32 ,-\; 

so8 Agua 32 
509 Agua 32 
512 Sedimento 32 
513 Sedimento 32 

::sos Agua 32 
~02 A9ua .:!2 

Fen6n 12, 2 Cepas 404 Sedimento 13 Agua~33 .33% 
420 Sedimento 13 Sedlmento-65.66% 

04 Agua l2 
Fen6n 13. 3 Cepas 311 Agua 12 Agua•I00.00% 

387 Agua 13 
i27 A911a 12 

Fenón 14. 5 Cepas 08 Sedimento 13 Sedimento~100.00% 
.411 Sedimento 13 

409 Sedimento 13 
412 Sedimento 13 
41.:! Sedimento l.:! 

Fenón 15, 8 Cepas 392 Sedimento 13 Agua=l2 ,503 
394 Sedimento 13 Sedlmento=87.S~ 
396 Sedimento 13 
397 Sedimento 13 :\ .. 
399 Sedimento 13 
400 Sedimento 13 
401 Sedimento 13 
42z Agua 6 

Feii&n 16, 7 Cepas 331 Sedimento 12 Sedlmento=IOO.OOh 
337 Sedimento 12 
335 Sedimento 12 
350 Sedimento 12 
357 Sedimento 12 
.:!:?~ Sedimento 12 

Fen&n 17, 3 crpas 321 Agua 12 Agua• I 00 .00% 
3Z8 .. Agua 12 

20 A ua 12 
.fenón 18, 3 Cepas 374 Agua 13 Agua=I00.00% 

443 Agua 6 
430 Agua 6 
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agrupamiento de las cepas se realizó en funci6n de los gru­

pos de pruebas que fueron mayoritarios. En este caso las 

pruebas nutricionales fueron más de la mitad. de las que se 

hicieron, y fué más en función de éstas que de las morfo16-

gicas o algunas fisiológicas como Gram o metabolismo de gl~ 

cosa -que en la taxonomía clásica tienen un peso muy gra.!!_ 

de- como se llev6 a cabo la agrupación de cepas, lo cual no 

implica que la agrupación se haxa llevado a cabo de manera 

incoherente o contrapuesta con las que se hacen en taxonó_ 

mía clásica. 

4.2: Anál!~is Morfológica 

Como se señaló en los resultados, la forma general de 

las cepas trabajadas fué d~ bacilos, sin embargo se encue~ 

tra una importante cantidad de pleomórficos en varios fen~ 

nes, lo cual hace una diferencia con los resultados de Pf~ 

ender y Buckley (1980) y Buckley y Pfaender (1980), quienes 

reportan la existencia de t!ocos, Cocobacilos y bacilos en su 

población hidrocarbonoclástica aislada del agua superficiai 

de la Sonda de ·campeche, pero no hacen mención a ninguna 

cepa u organismo de tipo pleomórfico. 

En este estudio se encuentran estos organismos sobre 

todo en el agua (27%) y un po~centaje menor en el sedimen-

to ( 6%) • Su abundancia es mayor en las estacion•s 12 y 10~ 

ambas localizadas en el área de plataformas. Su presencia 

puede ser explicada en función de la etapa del.ciclo de vi-
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da en que las cepas fueron observadas. Asimismo, en condi 

ciones de niveles bajos de Oxigeno algunos géneros como 

Moraxella (que según los autores antes . señalados incrementó 

su concentración al aumentar la presencia de petróleo), 

exhiben pleomorfismo. 

La cantidad de cocos y de espirales es demasiado pe­
• 

queña y no se considera representat~va det conjunto de la 

población hidrocarbon6cllsica. 

Es de hacerse notar que en el agua hubo una mayor di-

vérsidad morfológica y ~n el color d~ la colonia; Ademls, 

las cepas Gram negativas predominaron de manera mucho más 

amplía que en el cedimento. De igual;modo se presentaron 

en el agua porcentajes mis bajos de esporulados y fermen­

tadores de glucosa, lo cual indirectamente pódría estar 

apoyando la idea de Lizlrraga-Partida y Bianchi (1g78}, 

en el sentido de encontrar una menor cantidad de bacterias 

con flagelación polar en el agua que en el sedimento, aun-

que la cantidad de fermentadores es muy alta en comparación 

con los datos de Leifson et. al.(1964), con poblaciones 

heterótrofas. 

La presencia y el aumento en cantidad de poblaciones 

hidrocarbonocl&sticas de Vibrio sp. {organismos fermentad~ 

res de glucosa} (Buckley y Pfaender, 1980~ es un hallazgo 

que debe de tomarse en cuenta en función de la pato.genici­

da~ de este género sohre el hombre y muchas ~species de 
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organismos de importancia comercial, y que la explotación 

y contaminación petrolera están ayudando a proliferar. 

4.3: Análisis del Metabolismo Respiratorio 

En casi todos los fenones se lleva a cabo un proc•so de 

denitrificación cori mayor eficiencia en condiciones 

de anaerobiosis. En este proceso los nitratos sirven como 

una v!a alternatiwa al Oxigeno para la captación de elec­

trones y la producción de ATP. En condiciones aerobias la 

reducción de nitritos está restringida a un número peque-

fto de cepas, pero la de nitratos es mayor. Este proceso 

se lleva a cabo en géneros bacterianos como Moraxella, Ba­

cillus, Pseudomorias y o~~os (Brock 1979). 

En especial las estaciones 10 y 12 son quienes mostra 

ron con mayor claridad este fenómeno, al igual que en el 

sedimento de la 32. En la estación 13 es menos clara la 

existencia de estas rutas metabóiicas y una población, la 

del fenon 12 e~ incluso incapaz de reducir los nitratos en 

aerobiosis. 

Los procesos de denitrificaci5n bacteriana, en la can­

tidad en la que se llevan a cabo en la Sonda de Campeche 

podrían ser en parte respónsables de la baja cantidad de 

nitratos, nutrientes indispen~ables en la optimización de 

la actividad hidrocarbonocl~stica. 

El car&cter anaerobio facultativo de la mayo~!a de las 

cepas a lo largo de ios fenon•s queda reaf irma~o al obser-
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var que en 15 de ellos la glucosa se puede degradar en co~ 

diciones tanto aerobias como anaerobias. El único agrupa-

miento formado por cepas probablemente aerotolerantes es 

el 13 tanto por su comportamiento exclusivamente fermenta 

t1vo como por su nula capacidad de reducción de nitratos y 

nitritos en aerobiosis. Los fenones 10 y 12 son únicamen-
• 

tri fermentad~res pero reducen nitratos y ~itritos en aero-

biosis. 

La vía Entner-Doudoroff podria ser el principal pro-

ceso por medio del cual la glucosa es oxidada aeróbicamen-

te, al men~s para ~odas aquellas cepas de Pseudomonas y g! 

neros rela6ioriados (Sokatch, 1969), aunque no pueden des-

cartarse la vía oxidativa de las pentosas o la vía Embden-

Meyerhoff. 

Juntando fenones representativos de las estaciones 

se ve que las poblaciones son muy diferentes en este ren-

glón de la fermentación-oxidación de glucosa. La estación 

10 tiene tres fenones en el agua que son: uno más oxidati-

vo que fermentativo, otro a la inversa y uno más en el que 

el 100% de las cepas oxidan y fermentan glucosa. Sin embar 

go las poblaciones integrantes de los fenones del sedimen­

~o, esta~ión 13 son preferentemente fermentativos al igual 

que los del agua, estación 12, en donde se encuentra el 

fenón 13, probablemente de organismos aerotolerantes. En 

la estación a2 el metabolismo es máR bien o~idativo tanto 

en el agua domo eri el sedimento. 
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Estas diferencias en el metabolismo de la glucosa 

dicen mucho acerca de la heterogeneidaa existente en las di~ 

tintas estaciones y hábitats trabajados. 

La conclusión que se extrae a través de los resulta-

. dos del metabolismo del Nitrógeno (reducción de nitratos 

y nitritos en aerobiosis y producci6n de Nitrógeno gaseo­

so en anaerobiosis) y del metabolismo de la glucosa (oxida_ 

ci6n y fermentación) ~s que en su mayoría la población bac·· 

teriana degradadora de petróleo de la Sonda de Campeche es­

tá compuesta por organismos anaerobios facul~ativos. Los -

organismos estrictamente aerobios forman la minoría de esta 

población. 

4.4: Análisis de la Degradación del Petróleo 

El hecho de que el 84% de las cepas fuera capaz de de­

gradar el petróleo es un dato importante porque se demues­

tra que en presencia de este combustible una comunidad bac 

teriana será seleccionada para vivir no únicamente en fun-­

ción de la capacidad que tenga para descomponerlo, sino ade 

más por su capacidad para obtener sus fuentes de Carbono y 

~nergía a partir de los productos di excreción y degrada•­

ción del crudo por parte de las bacterias liidrocarbonoclá~ 

•ticas, las cuales constituirían otra parte de la comunidad 

y establecen el inicio de una pequefta cadena trófica. Tam­

bi~n es factible que algunas cepas puedan perder la capa­

ci~ad hidrocarb6nocláitica d~bido a mutaci~nes y cambios ~~ 
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genotípicos. 

En las estaciones 12 y 13 la degradación del petróleo 

fue llevada a cabo por un porcentaje mas alto de cepas en 

el agua que en el sedimento; esto no es una característica 

generalizada, pues se encuentra el caso en el que la situa 

ción es a la inversa, como.en las estaciones 6 y 13, en las 

r¡ue el sedimento muestra un porcentaje de.degradación muy -

alto. Esto es una evidencia de que a pesar de las diferen-­

cias que puedan encontrarse entre las comunidades del agua­

y del sedimento, la degradación del petróleo ocurrió de ma­

nera similar en ambos hábitats. 

Como se observó en los resultados, la mayoría de los 

fenones presenta porcentajes de degradación muy parecidos -

(en 13 de los 18 fenones los porcentajes de degradación van. 

del 80 al 100% y en 16 de los 18 van· del 60 al 100%) y fe 

nones de estaciones sometidas a condiciones físicas, quími 

cas y biológicas muy distintas entre sí presentaron porcen­

tajes de degradación casi id~nticos, por ejemplo los fenones 

6 cori el 13 y el 7 con el 17. Esto significa que los por­

centajes de bacterias que degradaron el crudo. pueden ser -

~ltos o bajos independientemente de la estación o hábitat al 

que pertenezcan. 

Salvo en 4 de las 58 cepas que no degradaron el petró­

leo~ no .es posible at~ibuír esta falta de d•zradación a la 

presencia de cepas •spor~ladas que pudieran resistir las co~ 

dicio~es hostiles. Estas 4 excepci6nes son cepas pertene~-
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cientes al sedimento de las estaciones 10 y 11. 

Se sugiere que para observar los efectos que estos pe-

ríodos de sometimiento a nutrición por petróleo tienen en -

las bacterias, se lleven a cabo experimentos con mezclas de 
- -

cepas de una o vari~s estacione~ a firi de observar probables 

cambios en las tasas de dgradación. 

El estudio de estas tasas de degradación es una consi 

cuencia impor~ante e inmediata del estudio de la-estructura 

poblacional bacteriana. Sólo Atlas ~· ~· (1980) y At_!as -

(1981) han llevado a cabo estos estudios en la Sonda de Cam 

p~che pero trabajando 6nicamente·con poblaciones del agua -

de regiones muy cercanas al derrame del pozo IXTOC 1. Sus -

estudios han indicado bajas tasas dedegradación por parte 

de las bacterias hidrocarbonocl~sticas, atribuyéndosele es­

to a la falta de nutrientes. Sin embargo en ninguno de los 

estudios mencionados se ha m~dido la concentración de ni-

tratos d~ de fosfatos; además, se ha senalado que en una 

región como la que se ha estudiado en el caso del derrame -

de este pozo, diversos factores físicos como las altas tem-

peraturas, la alta actividad metabólica de los organismos -

que allí viven , la evaporación , la oxidación fotoquímica, 

etc, son factores que juegan un papel importante en la eli• 

minación o remoción del pet~6leo del área del derrame --

(Botella y .Soto, 1981). El estudio de las tasas de degrada-

ción es un elemento indispensable para completar el análisis 
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y caracterización de las poblaciones mjcrobianas degradado-

ras de petróleo, sobre todo en les lugares cercanos a la cos 

ta, como son las estaciones 6 y 32, en las que los efectos 

det -petróleo podrían ser más nocivos y en donde no se ha -

hecho ningGn trabajo de esta naturaleza con poblaciones bac 

terianas. 

4.5: Anál1sis de la Producción 
éle Exoenzimas 

Tres tipos de pruebas indican una mayor capacidad de 

las cepas del agua que las del sedime.nto para consumir ma-­

teria orgánica. Primero unos porcen.taj es ligeramente supe--

rieres en las tres pruebas de prototrofía, en segundo lugar 

una mayor capacidad para el consumo de substratos orgánicos 

(1o c~al se analizará posteriormente) y finalmente una ma--

yor frecuencia de producción de ~ de las 7 exoenzimas pro-

badai: amilasa, tween 80, ureasa y oxidasa. 

Esta mayor frecuencia de pro~ucción en el agua es par-

ticularmente i~portante y clara en los casos de los fenones 

10,. 1·7 y 1-8". Al-gunos fenones con cepas predominantemente -'-

del sedimento tienen una producción regular de exoenzimas -

(fenon~s 7 y 16). Las estaciones com mayor producción de -­

estas substancias son la 12 y la 6, mostrando que, al igual 

que en la degradación del petróleo, la frecuencia de produ!::_ 

ción de exoenzimas no estl determinada. ni influenciada por 

la región de la Sonda de .Campeche en la que l~s poblaciones 

bacterian~s se encuentren~ 
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El hecho de que sea el agua donde se presenta este !n 

dice mis elevado se puede explicar en funci6n de que en la 

época de muestreo una gran cantidad de los vientos conoci­

dos como "Nortes" estuvieron soplando sobre'la regi6n. Es­

tos vientos produjeron obviamente marejadas y a su vez una 

remoci6n de los sedimentos, lugares en los que norma1mente 

se encuentra la mayor concentración de organismos produc­

tores de exoenzimas. 

4. 6: Análisis' de Pruebas 'Nutricionale's 

Salvo excepciones el esquema general de utilización de 

compuestos orglnícos como fuente de earhono y energ!a fué 

mayor en las familias de ácidos orglnicos, aminoácidos, y 

ácidos grasos~ teniendo los carbohidratos con Indices Me­

dios de Utilización regulares y bajos en los casos de aleo 

boles y compuestos aminados, lo cual se puede observar el~ 

ramente en la Tabla 6. 

La Afinidad Asimilatriz tuvo valores muy diferentes 

de un fenón-a otro. Los fenones que más substratos rionsu-

mieron, así como los que no consumienrcn casi ninguno fue­

ron 16gicamente los que tuvieron una A.A. menor. Tales son 

los casos de los fenones 2 y 18; el primero por haber con­

sumido todos los substratos excepto el pelargonato y el se 

gundo por no consumir mis que el glutamato. Para todos 

los dernls fenanes la variación en el valor de la A.A. depe~ 

ci6 no sólo dal porcentaje de utilización de los substratos 
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por las cepas, sino ~demás, del nOmero de cepas por fen6n 

analizado y del nOmero de substratos por cada familia quí­

mica. 

Los leidos orgánicos, carbohidratos y compuestos a­

minados mostraron en promedio una A.A. menor a la de otros 

grupos como leidos grasos y dicarboxílicos. En los carbo~ 

hidratos hay que atribu~rlo a una utiliza~ión' muy uniforme 

de los 14 substrátos probados para esta familia. En ellos 

el I.M.U. está siempre muy cercano a los porcentajes de 

consumo para cada uno de los substratos y la A.A. por tan­

to, es generalmente baja, como en l·os fenones 2, 3, 11, 13 

y 16. 

Por parte de los ácidos orgánicos la A.A. baja es pr~ 

dueto de los casi siempre altos porcentajes de consumo de 

los tres substratos empleados, aunque aquí la mínima 

variaci6n produce un brusco cambio en el valor de la A.A. 

como en el caso de los fenones 12 y 17. La baja cantidad 

de cepas utilizadoras de compuestos aminados es el factor 

determinante de la baja A.A. como en los fenones 1, 14, 15· 

16, 17 y..18. 

En los casos de leidos dicarboxílicos y ácidos grasos 

hay una A.A. muy grande que mue~tra que los substratos son 

consumidos en porcentajes muy diferentes entre sí. En los 

ácidos grasos se encuentra el único compuesto no utilizado 

p:or ninguna cepa salvaj<,:: el pelargonato, así como el ace-
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tato, que en cambio fue utilizado por el 91% de las cepas 

salvajes. En los ácidos d.icarbox1·1icos se encuentra el OX!, 

lato, cuyo porcentaje de utilizaci6n más alto fue en el fe­

nón 2 (~4%) y que en 13 fenones rué de O\; y el succinato, 

que en el fenón 18 tuvo un porcentaje de crecimiento igual 

a cero y en todos los demás de 100% a excepci6n del fenón 8. 

En estos casos las Afinidades Asimílatrices son siempre muy 

altas debido a tan altas fluctuaciones en los porcentajes 

de utilizació..:, además de que el ndmero de substratos es 

muy bajo. 

En los grupos de alcoholes y aminoácidos se presenta 

una situación intermedia en la cual hay una A.A. alta pero 

que no llega a alcanzar los valores de los grupos anterio­

res y sin emba~go la diferencia entre la utilización de 

substratos es de consideración. 

En las estaciones 6 y 32, en la zona costera. el con­

sumo de substratos fue menor para el agua que para el sedi­

mento; esto es especialmente claro en el fenón 18, del agua, 

estación 6. En cambio en las estaciones del área de plat!. 

formas el I.M.U, es mayor para los fenones correspondientes 

al agua que para aquellos del sedimento. Como-ejemplo se 

tienen los fenones del agua de la estación 12 (fenones 13 

y 17) y el del sedimento de la misma estaciOn (fenón 16). 

Parcialmente se observa esta situación en los fenones 12, 

14 y 15, del sedimento, estación 13 y en el 2,-con cierta 

presenc~a de las estaciones 10, 11, 12 y 13 ~n·el agua. 
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La Capacidad Catabólica (C.C.) es consecuencia directa 

del Indice Medio de Utilización. En este sentido puede lle-

gar a compartir muchas de las características de este último. 

El valor de la e.e. es menor en los fenones correspondientes 

al agua de estaciones de la zona costera que en aquellos --

correspondientes al sedimento de aquella región. Esta situa-
• 

ción se invierte, al igual que en .el I.M.~.,en las estacio--

nes del área-de plataformas. 

Es probabl~ que en estos puntos seña1adds (e.e. e I~M.U.), 

la natu~aleza del sedim~nto marino sea uno de los principales 

factores que afecten el conzu~o de mate~ia orgánica. En los 

sedimentos calcáreos existe menos cantidad de materia orgán! 

ca que en los terrígenos. En estos últimos se deposita el --

grueso de la materia orgánica por parte de los ríos y lagunas 

que desembocan en la región, lo cual podría propiciar este a!_ 

to índice de substratos orgánicos consumidos, que en el agua 

existen en cantidades menores probablemente. Para la zona de 

plataformas la situación es distinta pues no es tan determi-

nante la influencia que los ríos tienen ahí. La "Corriente 

del Lazo", en cambio, podría estar dando un mayor aporte de 

compuestos orgánicos, aprovechables preferentemente por los 

microorganismos que viven en el agua. Por otro lado, esta zo-

na tiene localizados.los sedimentos a una profundidad que -

va de veinte a cuarenta braza~ (como ya se ha visto) cotltra 
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6 a. 10 brazas en la región costera, y esto influye también 

en la concentración de consumo de materia orgánica, pu~s la 

productividad decrece conforme aumenta la profundidád. 

M~ltiples factores más pueden ~onverger para determi­

nar la cantidad y el tipo de substratos orgáni~os utiliza­

~os por las bacterias; la temperatura, salidnidad, oxígeno 

disuelto, la naturaleza misma de la cumunidad bacteriana, 

microbiana en_ general y de todo el ecosistema• determina·n 

de una forma o de otra el ruado en el que las bacterias hi­

drocarbonoclásticas de la Sonda de Campeche aprovechan pa­

ra su nutrición-a la materia orgánica. La forma precisa 

en que éstos y otros parámetros influyen en la nutrición de 

estas bacterias es un problema complejo con perspectivas en 

futuras investigaciones. 

Una cosa puede inferirse sin embargo; la capacidad de 

éstos fenones bacterianos para utilizar compuestos org4ni­

cos como fuente de Carbono y energía no está relacionada en 

forma coherente con su capacidad para degradar el petróleo. 

Por lo. general se en~uentran fenones con un porcentaje de 

degradación superior al de los Indices Medios de Utiliza-~ 

ción y eapacidades Catabólicas, pero no muestran relaciones 

que pudieran se explicadas en forma alguna, por lo cual se 

concluye que no se puede inferir nada preciso al comparar 

las pruebas nutricionales con las de degradación del pe­

tróleo. -
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4.7: Cctisideraciones Finales 

El estudio realizado condujo a hacer una caracteriza­

ción de las poblaciones bacterianas hídrocarbonoclásticas 

existentes en la Sonda de Campeche en los últimos días del 

derrame del pozo IXTOC 1. El hecho de que no se haya podi­

.do identificar el genero y especie de cas~ ninguna de las 

204 cepas salvajes (a excepción de la 285, identificada co­

rno Bacillus sp.) no ha sido un obstáculo para su caracteri-

zación. Se demuestra así que no es qecesario asignarle por 

fuerza un nombre a una cepa bacteriana para poder trabajar 

con ella, caracterizándola y estudiando su papel en el eco 

sistema. A lo largo de la historia de la taxonomía bacte­

riana se han cometido graves errores a causa de esta obse­

sión por asignar nombres e inventar nuevas especies al ob­

servar la mínima diferencia entre cepas bacterianas. 

Sin embargo se sugiere que en el futuro se lleven a ca 

bo investigaciones con estas poblaciones bacterianas para 

poder llegar a una identificación total. Esto se logrará 

al medir los porcentajes de Guanina-Citosina y realizar ex 

perimentos de hibridación de ácidos nucleicos. 

Las poblaciones bacterianas, como cualesquiera otras 

en la biósfera, van cambiando su estructura con el paso del 

tiemjo~ Es probable que desde la &poca del crucero OPLAC II 

hasta la fecha, las poblaciones bacterianas. en general y 
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las hidrocarbonoclasticas en particular hayan sufrido cambios 

de naturaleza muy diversa y que de uno u otro modo estén afe~ 

tando al ecosistema en que viven. 

Un problema que se presento en todos los aspectos del e!:., 

tudio de la ecología de la Sonda de Campeche para poder eva­

luar no s6lo el impacto del derrame del IXToc·1, sino también 

ei de la presencia continua de petr61eo fue la ausencia de un 

continuo monitoreo en el área, que permita ir observando los 

cambios que se producen en el ecosistema, por lo cual se su~­

giere que se lleve a cabo este muestreo permanente, en espe­

cial para los aspectos de la ecolog1a microbiana del área. 

&ste estudio no ha pretendido llegar al conocimiento pr~ 

fundo del c6mo y por qué de todos los aspectos concernientes 

a la estructura de las comunidades bacterianas hidrocarbono­

clasticas. Su caracterización y la observación de ciertas 

causas y efectos que el petróleo tiene sobre estas comunida­

des es una parte mínima pero indispensable en nuestro conoci­

miento· de la ecología bacteriana de la Sonda de Campeche, a 

raíz de la cual se abren nuevas interrogantes que se aftaden 

a las ya existentes. La influencia de los factores. geológi­

cos, meteorológicos y físicos en, general, as1 como de facto­

res químicos y biológicos; el papel jugado por los dispersa.!!. 

tes en el combate contra la contaminación y su afectación 

sobre las-poblaciones bacterianas 9 los efectos secundarios 

~ue estos organismos devoradores de petrSleo tienen sobre el 

·ecosistema y muchas otras cuestiones m4s debe~An ser el mo-
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tivo de futuras investigaciones. 

Finalmente. es necesario hacer la consideraci6n de que 

este tipo de estudios. como todos los realizados en M~xico 

y otras partes del mundo tanto por cientif icos nacionales y 

éxtranjeros con motivo de los derrames masivos de petróleo 

han tenido un motivo central que en dltima instancia es: e~ 

contrar ias condiciones óptimas para continuar adelante con 

la explotación petrolera. Pero esta explotación ha sido 

llevada a cabo de una manera desenfrenada y •n!rquica en t~ 

do el mundo. sin excluir a México. Los resultados han sido 

n~gativos en más de un sentido; . el caso de la leve, pero 

perceptible alteración de las comunidades bacterianas es uw 

na evidencia de lo dicho y una a~vertencia para lo que en 

el futuro puede convertirse en un probl~ma·ecol6gico mucho 

mSs serio y cuya solución no es otra sino la de detener to­

da, indtil y excesiva explotación petrolera. 

·":.• 
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Agua de Mar Sintética de Acuerdo con el Método de Lyman y 

Fleming (.1940). 

NaCl •••••••••••••••••...•.•••••. 1.175 Kg. 

Hgcl 2 •••••••••••••••••••••.••••• 211a. oo gr; 

Na 2so 4 ••••••••.•••••••••••.•••• 195.00 gr. 

cac12 ••...•...••••.•..••.•.••.•. 30, 00 kr­

KCl •.••..•.•...•..•••••••.•.•••.• 33.00 gr. 

NaHC0 3 •.•••.••••••••.••••••••••• 9.60 gr. 

KBr ••••••.•••.•••••••.•••••••••• 4.80 gr. 

H3 B03 ••••••••••••••••••••••• ~ ••• 1.30 gr. 

SrC1 2 "GH 2 o •••••••••••••••••••••• 1.20 gr. 

NaF •• ~ ••••••••••••••.•.•••.••••• 0.15 gr. 

NH4 Cl ••••••••.••..••••••••••.••• 36.00 gr. 

KH 2 Po 4 •••••••••••••••••••••••••• 4.50 gr. 

Agua Destilada ••••••••••.••••••• 20.00 lt. 

Medio de Cultivo Tipo 2216 E 

(Oppenheimer-Zobell, 1952) 

Bacto-Peptona ( Difco) .•.••.•.•. 

Extracto de Levadura (Difco) ••• 

Cloruro Férrico •••••••••••••••• 

5 gr. 

1 gr. 

1 ml. 

Agua Destilada .•••••.•.• -••••.•. B00.00 ml. 

Agua de Mar Sintética •••••••..• 200.00.ml. 



-83-

Ajustar pH = 7.5-7.6 

Agar Bacteriol6gico ••••••••••••• .15.00 gr. 

Esterilizar en autoclave a 12.lºC durante 20 minutos Y ser­

vir en cajas de Petri. 

PRUEBAS NUTRICIONALES 

Medio Base: 

Fec1 3 •••• ~.·~················ 1 ml. 

Tris Buffer HC l. . . . . . . . . • . . . . .1 O ml. 

Agua de Mar Sintética •••••••• 200 ml. 

Agua Destilada ••••••••••••••• 800 ml. 

pH ::: 7.5 - 7.6 

Agar Bacteriol6gico •••••••••• 15 gr. 

Mt!todo: 

El. medio base se esteril.iza a 121ºC durante 20 .. ,minu:tos. 

Por otro lado el substrato se diluye en agua destilada y a -

l.a dilución se le ajusta el pH a 7.5-7.6. Sal.vo las excepci2_ 

nes indicadas en la Tabla 3, en la cual se indican tamb~t!n ~­

las cantidades de cada substrato.por litro de medio base. se 

esteriliza por filtración y se inocula en 1as f~ascos que cbn 

tienen este medio. El medio de cultivo ya completo se sirve -

en cajas de Petri. 

Las cepas se siembran con el método del replicador semi 

automático y se dejan crecer durante 15 días. Al término de 

este lapso se observa su crecimiento comparándolo con el de 

un testigo en.el que no existe ningan substra!º• sólo medio 
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base. Los resultados se consideran positivos si hay un ere-

cimiento mayor que en el testigo y negativos si el crecimien­
~ 

to es igual o menor que ~n aquel. 

GE:LATIN"ASA (Frazier, 1926) 

Medio de Cultivo: 

• 
Agar Nutritivo •••.••••.•••.••• ." •••••• 23 gr. 

Gelatina............................. 4 gr. 

Agua de Mar Sintética •..•.•.••..•.••. 200 ml. 

Agua De st i.lada •••.•.•••••• " ••••.••••• 8 00 ml. 

pH = 7.5 - 7.6 

Método: 

Se sirve en cajas de Petri y se siembran lae cepas con el 

repJ.icador semi.autom&tico. Al cabo de 72 y 96 horas se recubre 

J.a placa con cloruro mercúrico preparado de la siguiente mane 

ra: 

Cloruro Mercúrico .•.•••.••••••••••.•• 15 gr. 

HCl Concentrado ••.•••••.•.••••.•.•••• 20 ml. 

Agua Destilada •.••••••••••••••••.•••• 100 ml. 

La prueba tiene por objeto ver si la cepa en cuestión es 

capaz de hidroliz~r la gelatina, por lo tanto, para ver si la 

prueba es positiva o negativa se observará lo ~iguiente: 

Gelatina no Hidrolizada ••.••••••••.•. Inerte 

Gelatina H id rol izada .••••••..•••••••. Halo cl::iro al re 
dedor de las 
colonias. 
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~ ~ (Sierra. 1957) 

Medio de Cultivo: 

Agar Nutritivo •••••.•.•••.. 

. . Tween 80 •••••••.•.•••.•••• , 

23 gI'. 

10 ml • 

Agua de Mar Sintética ................ 200 ml. 

Agua Destilada •••...••••••••••••••.•• 800 ml. 

pH;:7.5-7.6 

·Método: 

Se sirve en cajas de Petri después. de haber esterili­

zado a 121ºC por 20 minutos. Al cabo de 72 y 96 horas se 

observan las colonias formadas. si se forma un halo blanco 

alrededor de ellas esto signufica que hubo una depositaci6n de· 

cristales de Ca y por tanto la prueba es positiva, en caso --­

contrario es negativa. 

ADNasa (Jeffries !it:t..· a..l.·, 1957) 

~edio de Cultivo: 

Agar para prueba de ADNasa (Difco) •••• ~~gr. 

Agua de Mar Sintética ................. 200 ~l.. 

Agua Destilada •••••.•••.••.••••••••••. 800 rnl. 

pH ;: 7. 5 - 7. 6 

!'fétodo: 

Se esteriliza a 121ºC du ante 20 minutos, se sirve en ca· 

jas de Petri el medio ya e~téril y se siembran las cepas. Al 

cabo de 72 y 96 horas se recubren con una soluci6n 1 M de &-­

cido clorh1drico. La prueba sirve para detectav la presencia 

o ausencia de ADNasa y en caso de ser positiva se formará un 
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halo blanco alrededor de la colonia, lo que no sucederá en -

caso de ser negativa. 

URE.ASA (Roland ~·~· 1947) 

Medio de Cultivo: 

KH 2 Po 4 •••••••••••••••••••••••••.••• ···• 1 gr. 

K HPO , • 
2 4 • . . . . . • • • . • • • • • • . • • • . • • • • • • • • . • • 1 gr. 

NaCl •••...•.•••.•••.•.•.•..•.•..••.••.. 5 1rr. 

Urea •••......••.•...•.•..•...•....•.•. 20 gr. 

Alcohol 9 6%. • • • • • • • • • • • • • • • ••• • • • • • • • • • 1 O ml. 

Rojo Fenol 1% •••........•...••.. ; .•.. 0.25 ml. 

Agua Destilada ••..•••••••••.••.•••..•• 1 lt. 

pH = 6.7 

M~todo: 

Se esteriliza por filtración y se sirve en frascos de 

5 ml. se agrega una suspensión bacteriana muy concentrada -

(aproximadamente o.5 ml. por 2 ml. de medio de cultivo) y se 

deja reposar por una hora a 37°C. Si la cepa contiene la ex~ 

enzima ureasa, el color del líquido virar~ de rojo a morado, 

si por el contrario la reacción es negativa, el líquido per-

manecerá en su color coriginal. Se hace una segunda lectura 

a las 24 horas. 

CA TALAS A 

Método: 

La presencia de esta exoenzima se detecta fácilmente 

al agregar unas cuantas gotas de peróxido de hidrógeno 
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snbre la colonia bacteriana. Si la enzima está nresente des-

doblará el ner5xído de Hidr6ueno en auua v oxigeno. La pre-­

sencia de pequefias burbujas indica· una respuesta positiva~ -

si no hay tal, la respuesta es negativa. 

OXIDASA (Kovacs, :1956) 

MGtodo: 

Se toma una asada de una colonia bacteriana con un a•a 

de platino y se esparce sobre una superficie de papel mojado 

con Reactivo de Kovacs. Si el color de la colonia se torna -

morado la prueba es positiva, si no cambia su color, es neg!!. 

tiva. 

PROTOTROFIA (Marty, 1978) 

Medio de Cultivo: 

Acetato .•••••••.•••••••••••••••••••••• 1 gr. 

Succ inato.. • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . 1 gr. 

L-Prolina •.• ~ ........................... O. 5 gr. 

Glicerina ••••••••••••••••••••••••••••• 1 gr. 

Piruvato •••.•.•••••••••••••.•••••••••. 1 g~. 

Bacto-Agar (Difco) .••••••••••••.•••••• 10 gr. 

Agua de Mar SintGtica •. ~ .............. 200 ml. 

Agua Destílada ••••••••••••• J~ •••••••• ~soo ml. 

pH = 7.5 

Tris Buffer .•••••.••••••••.• ~ •••.•• ~ .•. 1 O ml. 

MGtodo: 
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Se esteriliza a 110°C por espacio de 45 minutos y se -

sirve en cajas de Petri. Las cepas se siembran con el repli-

cador semi automático y al igual que en las pruebas nutricio 

nales, la lectura se hace comparando con un testigo idéntico 

al preparado para aquellas pruebas. Si la prueba es positiva 

se infiere que la ~epa en cuesti6n puede creccer a expensas 
• 

de substratos org~nicos y sin necesidad d~ factores de crecí 

·miento; si es negativa se infiere que la cepa requerirá de 

estos factores. 

PROTOTROFIA 'MAS· VITAMI~ 
0

(Marty, 1978) 

Al medio de cultivo anterior se le agrega el si­
guiente stock de vitaminas: 

Vitamina B 12 •••••••••••••.••••••••••• 0.5 mg. 

Biotina ••••• · ••••••••••••••• · ••••••••••• 5.0 mg. 

Acido F6lico ••••• ··•-················· 50 mg. 

Acido p-Aminobenzoico •••••••.••••••••• 50 mg. 

Piridoxina .•••••••••••••••••••••••••••• 50 mg 

R:iboflavina (B 2) ••• - •••••••••••••••••• 50 mg. 

Tiamina •••••••••••••••••••••••••••••••• 50 mg. 

T iourea. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • ... 5 O mg. 

Pantotenato de Calcio .••••••••••••.•••• 500 mg. 

Meso-Inositol •.•••••••••••••••••••••••• sao mg. 

Agua Destilada.·;..... • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 l t. 

Ml:itodo: 

Se sigue exactamente igual que para la prueba .anterior. 
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Las cepas que no obtuvieron crecimiento en aquel.la y s1 lo 

obtuvieron ahora se infiere aue necesitan vitaminas como fac 

tores de crecimiento. La concentración de vitaminas en el -

medio debe ser de 2ml/lt. 

PROTOTROFIA M"AS VITAMINAS. MAS "AMINOACIDOS (Marty, 1978) 

A todo lo preparado anteriormente se agregan O.OSO g~/lt 

de cada uno de los siguientes aminoácidos: 

L-ciste1na L-Asparagina L-Arginina 

L-Alanina L-Glutamato Leucina 

L-Prol.ina L-Aspartato Gl.ic ina 

Lis in a L-Metionina 

M~todo: 

El mismo de las dos pruebas precedentes. Un resultado 

positivo indicar~ la necesidad de amino4cidos oor oarte de -

las cenas nara crecer • 

. ACUMULAC~ON DR PHB 
(Stanier et. al..~ 1966) 

Medio de Cultivo: 

DL B-Hidroxibutirato.. ••••• •. • • . • •• • • • 2 ml. 

(NH4 ) 2 S04 .••...•••••••••••••.••••••••• 0.1 gr. 

Na
2

HP0
4 
••••••••••••• : •••••••••••.••••••• 13 gI>. 

KH2 Po4 .~··········~·················~.4.5 gr. 

Fec1
3 
•••.•••••••••••••••••••••.••••••••• 0~5 ml. 

Ha Cl ••••••••••••••• ,. • . • • . • • • • • • • • • • . • • 1 O gI> • 

Succinato de Sodio •••••• ~············· 1 gr. 

"Agua Destil.ada ••••••••••.•• ;i~···~····SOO ml. 
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pH = 7.5 

Método: 

El medio ya preparado se reparte en los frascos de 5 

m1. a raz6n de 2 ml. por frasco. Se inocula una cepa distin-

ta en cada uno de ellos y se deja crecer en el medio durante 

B o 10 dias, al cabo de los cuales SP observan las cepas -
• 

al microscopio de contraste de fases. Si ~xiste acumulaci6n 

de poli-beta-hidroxibutirato, las células se observarán con 

una serie de inclusiones de color mas obscuro que el resto -

del citoplasma. 

PRODUCCION DE LEVAN (Fuchs, 1956) 

Medio de Cultivo: 

Agar Nutritivo •••••••.••.••••••••••••• 23 _gr. 

Sacarosa ••••••.••.•••••••••.•••••••••• 40 gr. 

Agua de Mar Sintética •••••••••••.••••• 200 ml. 

Agua Destilada •••••••••••••••••••••••• 800 ml. 

pH = 7.5 

Método: 

Se esteriliza a 110ºC por espacio de 45 minutos y se 

sirve en cajas de Petri el medio estéril. Se siembran las ce-

pas por el método del replicador semi automático. La produc-

ción del polisacárido Leván se aprecia en cuanto la colonia 

tiene un aspecto viscoso. 
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VARIACION· DE· TEMPERATURAS 

Método: 

Se sirve el.medio 2216 E (Oppenheimer-Zobell, 1952) e~ 

cajas de Petri y se siembran con el replicador semi automá-

tico. Se observa el crecimiento de t~das y cada una de las 

cepas al igual que en 1as pruebas nutricionales. 

VARIACIOr DE SAL~NIDADES 

Método: 

Se utiliza el medio 2216 E (oppenheimer-Zobell 9 1952) 

en c•jas de Petri y se siembran las cepas con el replicador 

semi aütouático con las siguientes modificaciones en la comp~ 

sici5n del medio ae acuerdo a la salinidad emplead~: 

O ppm: Medio con agua destilada y sin agua de niar sinté 

tica. 

70 ppm: Medio con 70 gr. de de sal de mar noºtratada en 

vez de agua de-mar sintética. 

120 y 180 ppm: Al igual que en. el anter-ior, el agua de 

mar ··sintética se substituyEf por 120 y 180 gr. -

de sal de ~ar no tratada 

El crecimiento se observa de la misma manera que en las 

pruebas nutricionales y los criterios de posÍtividad y nega-

tividad también son iguales. 

DEGRADACION DE· PETROLEO "DEL· POZO 
ÍXTOC 1 

M~todo: Las cepas se inocul.aroh en :frascos de 5 ml. con 
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teniendo agua de mar sintética y agu~ destilada (200 mi. y 

800 ml. por litro respectivamente) y una soluci6n al 1% de 

petróleo del pozo IXTOC 1 como fuente única d.e Carbono y e­

nergía. Al cabo de 2 meses aproximadamente se observaron los 

resultados. Las cepas capaces de degradar el petróleo se dis 

tin~uieron de las demás por presentar una mayor turbidez en 

el medio de cultivo en el que fueron inoculadas~ las otras 

se reportaron como negativas. 

REDUCCIONES DE NITRATOS Y NITRITOS 

Medio de Cultivo: 

Caldo Nutritivo (Difco) •••••••.•••••• 

KN0 3 ••••••••••••••••••••••••••••••••.• 

a g·r. 

1 gr. 

Agua de Mar Sintética ................. 200 ml.. 

Agua Destilada ••.••••••••.•••••••••.•• 8 00 ml. 

pH = 7.5 

Método: 

Se esteriliza a 121ºC por espacio de 20 minutos una vez 

que este ha sido repartido en frascos de 5 ml. a raz6n de 

3 ml. por frasco. Las cepas se inoculan en ellos por.dupli­

cado y se dejan crecer por espacio de 15 días. Entonces se 

utilizan los reactivos de Griess. 

Reactivo de Griess "A" Reactivo de Griess "B" 

Acido Sulfan!lico ••••.• 8 gr. Alfa Naftilamina ••.••• s gr. 

Acido Acético .......... 1 lt Acido Acét:ico ........ 1 lt. 

Se agregan sobre el medio unas gotas del reactivo "A" 
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y del "B"; si aparece una coloraci6n rojiza o marr6n la re-

ducción a nitritos es positiva; si no hay cambio en 1a colo-

ración se afiaden unos cuantos granos'de po1vo de Zinc, y si 

no hay cambio de color quiere decir que l~ reducción fue mas 

allá de los nitritos, pero si se torna rojo entonces la reac 

ción es negativa incluso para 1a reducción de nitratos_ 

PROUUCCION DE' NITROGENO 
GASEOSO · 

Medio de Cultivo: 

KN0 3 •••••••••••••••••••••••••••••••••• 10 gr. 

Extracto de Levadura •••••••••••••••••• 5 gr. 

Glicerol •.••••.••••••••••••••••••••••• 10 gr. 

Bacto-Agar (Difco).................... 1 gr. 

Agua de Mar Sintética •••••••••••.••••• ~oo mi. 

Agua Destilada •••••••••••••••••••••••• 800 m1. 

M~todo:El medio asi preparado se reparte en ampoyetas 

desechables a ~azón de 2 m1. en cada una y se esteri1iza a 

121ºC por espacio de 20 minutos. Las cepas se inoculan del -

frasco de reducción de nitratos por duplicado, e inmediata-

mente se cubren con un tapón de parafina con objeto de crear 

condiciones de anaerobiosis. La prod~cción de Nitrógeno se 

evidencia aproximadamente a las 15 dias por la expulsión del 

tapón de parafina a causa de la presi6n que aquel gas ejerce 

sobre el recipi~nte. 
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T1NCION GRAM (Park, 1980) 

Preparación de Reactivos: 

Violeta Gram: 

Solución Alcohólica Saturada de Cristal Violeta ••• 114 ml. 

Agua Destilada •••••..••.••• , •••••.•••••••••••••••. 1 lt. 

Lugol: Safranina: • . 
Yodo ••••••••••••.••••• 1 gr. Solución Alcohólica Saturada •. 10 ml. 

Yoduro de Potasio ••••• 2 gr. Agua Destilada ••••••••••..•••• 90 ml. 

Agua ••••••••••.•.••••• 300 ml. 

Método: 

Previamente a la tinción se toma una asada de la cepa 

que se desee tefiir, se esparce sobre un porta-objetos al que 

se le han aplicado algunas gotas de agua destilada y se deja 

secar. 

Se tifie con violeta gram por espacio de 1 min., se la 

va y seca; se aplica lugol por espacio también de 1 minuto, 

se lava, seca y decolora durante 45 segundos con alcohol al 

95%. Finalmente se vuelve a teñir durante 30 segundos, esta 

vez con safranina, se lava y se deja secar. 

Se observa al microscopio de campo claro. Las bacterias 

que muestran una coloración morada son consideradas Gram posi 

tivas; lasque no se tifien se ese color y se observan rojas o 

anaranjadas se consideran Gram negativas. 
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OXIDACION Y FERMENTACION DE GLUCOSA 

Medio de Cultivo: 

Bacto-Casitona (Difco) •.••••••••••••••• 0.1 % 

.E~tracto de Levadura •.•••••••••••••••• 0.01 % 

Súlfato de Amonio •••••••••••.••••••••• 0.05 % 

Tris Buffer ••••••••••••••••••••••••••• 0.05 % 

Rojo de Fenal •.••••••••••••••••••.••••• 0.001 % 

Agua Destilada •••••••••••••••••••••••• 800 ml. 

Agua de Mar Sint~tica •••••••.••••••••• 200 ml. 

pH = 7.5 

Glucosa •••••••••.••••••••••• entre 0.5 y 1.0 % 

M~todo: 

El medio se vacia en matraces. se esteriliza a 110ºC -

durante 45 minutos y se vacla en ampoyetas desechables a -­

raz6n de 2 ml. por cada una. Se inocula cada cepa por dupli­

cado en las ampoyetas. Una de ellas se cubre perfectamente 

con un tap6n de p~rafina para observar la fermantaci6n. En 

la oxidación se deia la ampoyeta en condiciones aerobias. 

El medio de cultivo tiene originalmente una coloraci6n 

roja. tanto en la prueba de fermentaci6n como en la de oxi­

daci6n; si el color se torna amarillo, la prueba sera posi­

tiva. Si no ha:~C .. 9E.~.!?J.2 •.• en ed. color, entonce o sera negativa. 

.. 

>'· 
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