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Un total de 204 cepas bacterianas degradadoras de petrdleo colecta-

‘das en la Sonda de Campeche, México, en tarzo de 1980 fueron caracter-

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

~el impacto de la presencia de petrfleo en esta zona sobre' las poblacio-

nes de bacterias.

La utilizaéién del indice de Jaccérd para comparar la similitud en--
tre las cepas trabéjadas di8 como resultado la foimacign de 18 fenones-
separados.entre si por sus diferencias morfolégicas y fisiol6gicas ob--

servadas a través de 101 pruebas de identificacidén. Se observd una ma--

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

Srea de plataforma que en aquellos integrados por cepas mis alejadas --

de esta zona y cercanas a la costa. S6lo el éu% de las cepas mostrS una
capacidad hidfocarbonocléstica evidente, haciendo suponer que el 16% --
Péstante lé perdid o vive gracias a los productos de excrecién de aquel
84%.

Estas poblaciqnes bacterianas son mayoritariamente bacilos Gram ne--
gativos y anaerobios facultativos. Aunque hay una mayor diversidad mor-
folégica en el agua que en el sedimento, las cepas de este {ltimo habi-
tat presentan un mayor porcentaje de Gram posifivos que en el agua, asfi
como de esporuiados. Hay maybr produccidn de exoenzimas ‘en el agua y el
consumo de substratoé orgénicés fue mayor entre los &cidos orgénicos, -
&cidos grasos, aminofcidos y carbohidratos y muy bajo entre los alco-—-
holes y compuestos aminad057

A partir del presenfe estudio se sugiere'profundizar‘més en el estu-

dio del papel que multitud de factores quimié@s, fisicos y bioldgicos -
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juegan en el ecosistema para determinar la distribucibn de estas bacte-

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

dio taxondmico determinando los procentajes de Guanina~Citosina 'y ha-=-
ciendo hibridacién de &cidos nucleicos.

' Para fines didacticos se incluye un &pendice detallando los métodos-

\
i

de tfabajo en cadja, una de las pruebas fisiolfgicas y nutricionales. v
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1: INTRODUCCION

El répido incremento que en el mundo entero ha tenido
la explotacidn petrolera y sus actividades‘relacionadas, -
lleva consigo la aﬁaricién de mltiples problemas. o

’ﬁno de ellos es el de poderv evaluar’los efectosAéi:mg—
"dio ambiente del continuo derrame de hidrocarburos. Lé§ di

versas oﬁeraciones‘que se llevan a cabo (expl?racién, explo
facién y trahsﬁorte del crudo) implican n; sglovel'perméneg
te riesgo de accidenteg, sino tambi&n el hecho de que en mu
éhas de estas operaciones se arroian cotidianaménte peque-
fias cantidades de ﬁetroléq. :Especial importancia ha cobra-
do él ﬁroblema en las zonas costeras, estuarinas y‘debmar.
abierto, en donde la mayor barte'de las operaciones antedi-
chas tiene lugar. Hasta 1975 se arrojaban al mar mis de 6
millones de toneladas de hidrocarburos anudles a travds de
diversas fueﬂtes (N.A.S., 1975). A raiz-de los accidentes
conocidos como "Torrey Canyon' en marzo de ‘1967 en las cos
tas dé Gran Bretafia y "Amoco Cédié" en marzo de i978‘en
las de'francia, se combrendié con mayor claridad- que esfos
aeffames pueden ocasionar alteraciones en el medio ambien-
té ; muchas de ellas de gran envergadura.

En la Sonda de Campeche, los efectos de la creciente
kexﬁ;otacién petrolera habfan comenzado a despertar el inte-
‘fégﬁde cientificos nacionales y extranjercs. - Previamente
al derrame del ﬁozo IXTOC 1 se demostrd que existia un in-
cremento en las qoncentraciqnes de hidrocarhuros en éspe-

_cies de bivalvos Como Crdssostrea virginica y angiospermas
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cochhéthﬁAi testudlnlum- est' .incremento fue més evidente
‘en lugares con presenc1a de reflnefiah y plantas petroquimi--
cas, concretamente en las lagunas de Tamlahua‘y Pueblo Viejo
" ‘en Veracruz y las de Carmen y Machona -an Tabaséo \-Qtello, -
:1970). Los hidrocarburos arro:ados en un' derrame ocurrldo o
en 1976 en'Laguna*de Términos, Campeche,»fueron‘dep051tados
en los sédimentos de la parte litoral de Isla del'Carmen, ‘
asi como en 1os esteros local1zados en el interior de esta'
;aguna, llegandose 1nc1uso a cuadrupllcar la- concentraclon
de parafinas’(Botello,1980). -

Al ocurrir en junio de 1979 el derréme.del‘pozo IXTOC 1
en la Sondavde.Campeche, derrame qubisé prolongaria por ﬁés#
de 10 meses, convirtiénaose eﬁ el mis grande de la historia,
se presento una 1mportante oportunldad para estudiar el im-
pacto que los hldrocarburos foq1les tienen sobre los ecosis-

temas de; Golfo de M&wico a corto, mediano 'y largo plasz

En ese momento se realizéfon‘diversos estudios en,dife;
rentes é;méos ﬁaravobservar los eféctos del derrame. Los e-
jemplos més sobresaliéntes son ios de Yaflez-Arancibia, et. al.
(1982), trabajando con comunidades dé peces;.Licea et. al.
(1981), analizando  la variacidn del fitopiapcton causada por:
la presencia masiva de petréleo' Sbto et. al. (15805, estu~-
diando las poblaciones de cam“von, Botello ¥y Castro (1980)'1

'y'Botello‘y Soto (1981), determlnando las concentrac:ones de

hidrocarbuos fésiles en el Golfo y en dlversas.especies de

camarones, peces y calamares. y Lizirraga-Partifa et. al. .-



el ; ‘ ~5-

(1982) con referencia a las poblaciones bacterianas heterd

¢

‘trofas e hidroéarbonoclésticas.f ¢
Todos los;resultados expuestos én estas investigacio-’
VHes‘coiﬁciden éh seﬁalarvque el derrame.del IXTOC 1 no pro-
dujo consecuencias tatSstrdficas sobre el ecosistema, ha-
_éiéndsse'sin embargo la.obserQacién de que la continua pre;
sencia de petrdleo en ei’érea puede, en el fu'turo, producir
‘dafios al medio ambiente mayores que él del IXTOC 1.

El estudio de las comunidades bacterianas hidrocarbbhé
dc}ésticas de la Sonda de Campeche ﬁasfa antes del derrame
~ya citado, habia estado ausente del’panorama de la investi{
irgagién;naéional e incluso internacioné;. S81o a causa de es
te derrame se comenzarén a -hacer algunas investigaciones pg‘
‘ra esélarecer el impacto que el petrdleo tuve sobre estas

comunidadés, pues ya es ampliamente conocido que son uno de
los pvincipa;es indicadores bara éva;uar los indices de con
taminacidn en la medida- en que una poblacibén hidrocarbono-
cl&stica va substituyendo a lé ﬁoblacién bacteriana hetero-
tr6fica original (Atlas, 1977).

Por un lado se encontrd que la relacién exitente entre

‘el nfimero de bacterias hidﬁodarbonoélésticas con respecto .
al total de heterdtrofas era tan sdlo del 1% para concentra

fciones que iban?de.lo2 bacterias por mililitpo de‘agua a

a0t por gramo‘de sedimento. Estas cifra$ son uﬁa eQidencia k7

dé<§ue las poblaéioneg bacterianas no fueron afectadas mayog‘

mente por-causa del derrame, sin embargo se ha encontrado
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que en las &reas cercanas a las plataformas la proporcidn au

‘"menta al menos al doble, evidenciando asi la contaminacidn

crdnica existente (Lizérraga-fartida et. al.,1983).

Al analizar y comparar las velodidades de degradacidn.
dei petrdleo por baéterias en'la Sonaa de éghpeche v en dqg_
de tuvo lugar el accidente del Amoco C&diz (que a lo largo '
de 2 semanas arrojé al mar mas de déscientas mil toneladas
de crudo; menos de la mitad de las arrojadas por el IXTOC 1),
se encontrd que en el primer caso la accidn de las bacterias
fué mis lenta que en eltsegﬁndo, y su: concentraci&n mucho
mids baja.. Mientras en lasdcostasvfrancesas 4 meses despgés
del deg?ame, el éorcentéje de mineralizacién'(ébﬁyersién de

los "hidrocarburos a 002) del hexadecano fu& igual o mayor al

- 13%, en la Sonda de Campeche (fué del orden del 5% anual,

ademds de que las concentraciones bacterianas hidrocarbomno~

clasticas nunca sobrepasaron el orden de 103

bacterias por
mililitro 4 meses 3esbués del inicio del derramej; en tanto
que en. las costas francesas tan sB6lo a tres meses de que &és
te hubiefa terminado, la concetracidn de este tipo de orga-
nismos fué de .‘106 - 107 bacterias”ﬁor_gramo de arena. Todo
esto indica gque en el caso del IXTOC 1 hubo una fuerte limi-
tacidn en la degradacién ﬁpr microorganismos causada princi
ﬁa;mente éor la falta de nutricntes como nitratos y fosfatos,
los cuales jugarqn un ﬁaéel importante en el caso del Amoco

cadiz (Atlas, 1981, a,b; Atlas y Bronner, 1981).

' Sin embargo el estidio de la estructura de las comuni-



dades microbianas degradadoras de petrdleoc en la Sonda de

'Campeché,no ha s;do abordado afn. S6lo Pfaender y Bﬁckley
(1980) y Euckley y Pfaender (1985) en trabajos sobre la ;e§
_puesta de la comunidad microbiana al deramme del IXTOC 1,
logran identificar los tipos celulares y algunos géner;s de

bacterias hidrocarbonocldsticas: Alcaligenes, Flavobacte-

.
.

-riun-y Vibrio entre los principales.

El conocimiento de la existencia de este tipo de orga-
nismos na es algo novedoso. Desde la década de los 40 se
demostrd la capacidad de miltiples gé&neros bacterianos como

Pseudomonas, Vibrio, Achromobacter, Acinetobacter, Brevibac-’

‘terium, Nocardia, Corynebacterium, Flavobacterium, etc ,

para degradar el petroleo o algunos de sus‘;@hpuestos (io—
bell, 1546), Este hecho, considerado por aquellos tiempos
como una curiosidad bioldgica ha'pasado a tener un papel
muy relevante en la actualidad, cuando se sabe que mds de
dosciéntas especies bacterianas pueden degradar muy diver-
sos tipos Ae hidrocarburos (Zobell, 1977).

, A esta larga lista de bacterias hidrocarbonoclisticas
pueden agregarse varios géneros de hongos, levaduras y algas
con capacidad de utilizar a los compuestos del petréleo como-
.fuenté de carbono y energia. Entre ellos podemos encontrar

~Penicillium y Verticillum entre los hongos (Davies y Westlake,

1979),'Oscillatoria; Microcoleus, Chlamydomonas, Cylindreteca,

Amphora, Petalonia, etc, entre las algas y cianobacterias

(Céqniglia, t. al. 1980) y C&ndida y Rhodosporidium entre las

1



levaduras (Kbmagat#,SﬁEL al. 1964, Ahearn, 1971)

‘Todos ésto; descubrimientos han sido panalizados por

'hﬁitiblés viéé; entre otras'dosas a fih'de‘enccnfrar las me
jores: condiciones para poder'utilizar(é estos microofganisé
ﬁos como agentes anti-contaminantes; como elementoﬁ de "lim’

‘bieza" de aguas con presencia de petrbleo, para lo cual-es

;ecesario conocer los factores ?himicos o biolégiéos que a-

fectan la degradaci6n del petrdleo y que bisicamente son:

la naturaleza del crudo, la estructura de la‘comuﬁidad mi-

" crobiana, la presencia de nutrientes como nitratos y fosfa-
tos, la salinidad, presencia de oxigeno ontros fa;toreé
fisicos como temperatura, ﬁresién, etc (Atlas, 1981, b).

En el bresente trabajo se considera que es importante
profundizar en el conocimiento de la estructura de estas po
blaciones de bacterias, esté es, su taxonomia. La taxono-
mia bacteriana se ha encontrado en las tres {iltimas décadas
éon problemas considerables. La taxonomia clisica ha seleg

‘cionado una serie de caracteristicas de manera arbitraria

vy les ha asignado una importancia clave en los estudios de
identificacidn; de heche son estos caracteres "clave" los
que definen a los taxa, pefo no necesariamente todos los
éaracteres tienen‘un val&g‘igual para un génefo‘que para el’
otro, sino que éueden cambiar seglin de quien se tfafé. Lo
que es definitorio para un grupo bacteriano puede no . serlo.
para otro. Esto ha redundado en la proliferacibn cada‘vez

Vﬁéybr de‘nﬁmefo de esﬁecies, que en muchas ocasiones fiene

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



sién que a evitarla.(Colwell y Liston, 18861).

Esta deficiencia puede ser subsanada otorgdndoles a to
dos lo; céracteres bac{erianos el mismo §eso y llevar a cabo
las.clasificécionés en funcién de la correlécién devsus,ca_
racteres' y de éus indices‘de similitud, 1o cual ha sido dis
“ cutido pér Sneath (1957), y posteriormente ampliado por Lis
ton'y Colwell (1960), Colwell y Liston (1961): Stanier et.
al. (1966) y Véron (1969), vEstg es el método de la ‘taxono-
mia numérica que se ha deﬁidiqc utilizar en este estudio,

En las bacterias, la taxonomia nqmérica ha sido utiii—
zada con diversoé fines desde los trabajos citados en el pi-
rrafo anterior. De la literatura revisada,‘Ventosa et. al.
(1982) utiliza la taxonomia numérica en la identificacidn
de bacterias halofilicas Gram-Negativas; Pfister y Burkhol-
der (1965), trabajando con bacterias de aguas antdrticas y

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

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

bacterias que se desarrollan sobre hidrocérburos en el mar;
Bianchi (1976) realiza un trabajo taxondmico de bacterias
del género Vibrio y otros relacionadoes qﬁe se dgsgrrollan
en el mar;'Roussos (1977) lleva adelante estudios taxond-

~micos de cocos delxmedio marino y Lizidnrraga-Partida (1979),

examlnando Pseudomonas. Este método de clasificacidn tam-

b1en ha s*do empleado en la 1dent1f1caclon de bacterias hi %/
Y
drocarbonocléstlcas del tracto dlgestlvo del camarén (Po ras-
B

Agu;rre, comun:cacion personal) y de1 agua de ‘la Bahia’ de
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Chesapeaké (Austinygz. gi.;,1977 a, b.). En este Gltimo
estudib se examinéron‘més de 400 cépas de lugares contami-
naddé y no contaminados en esa bahia,‘encontréndosg‘is es-
ﬁecies de otros tantos géneros. ’

La pfesente'invesfigacién'forma parte de la cada vez
mis lavgaiiista de trabajos de taxonomia pumérica bacteria
na. y tiene como ﬁfincipales objetivos los-siéuientes:

1.~ Hacer una caractefizacian de los diversos giupbs

de bacterias hidrocarbonecclisticas del agua y se

‘dimenfo de 1la Soﬂda de Cambgche Yy su distribucién
‘introdudiendo al pais las técnicas de taxonomia
numérica*bactériana, hasta el momento jamds apli-
cadas ﬁov los investigadores nacionales.

2.~ Contriﬁuir al conocimiento del impacto del derra
me del ﬁozo,IXTOC I sobre el medio ambiente y

muy especificamente sobre las poblaciones bacte-

rianas del &rea afectada.
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. ?2: MATERIAL Y METODO

Las cepas con que se trabajé fueron colectadas en Marzo

. de 1980 dufénte el crgcero OPLAC II {(Oceanografia de la Plé—

taformé;de Campeche). Un total de 14 estaciones fueron‘tréb3 
jadas obténiepdose sus respectivas muestras ‘de égqa y sedi--
mento (Fig 1) . Las primeras fueron colectadas con una bote- _
lla espeéial y las segdndas con una draga Van Véén y sﬁbmueg
treo con una jeringa de 10 ml.

. De todas las muéStras se hiciéron diluciones al dé&cimo
en tubos de enéaye con agua de mar sintética‘y estériles -—-
(Lyman y Flemiqg{ 1940). Una vez alcanzada la dilucién conve
niente para el ugua superficial y el sedimento, se efectud -
el‘sembrado en.placa de las mismas en medio tipo Oppenheimer-
Zobell (1952) para cuantificar a las bacterias heterStrofas,
asi como la técnica del nfimero mas probable (NMP)para cuan--
tificacidn de bacterias hidrocarbonoclisticas, segun la des-
cripcién de Mills, et. al. (1978).

En razbn de la pﬁofundidad del estudio fueron seleccio-
nadas las eétaciones 10, 11, 12, 13, 6 y 32 para él'trabajo
taxoﬁémico; las cuatro primeras localizadas en el drea de --
plataformas de la Sonda de Campeche y las dos fltimas en lu-
gares mas cercanos a la costaj; particularmente la 32, sitaé-
da en el lugar denoﬁinado "Punté dos Bocas", éujeto a una .-~

presencia c¢rénica de petrdleo por ser un lugar de carga 'y —-

descarga del . mismo.

Enktodgs\estoﬁ lugares existe una gran, cantidad de mate
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ria orginica en los sedimentos terrigenos, asi como nutrieg
tes y particulas en ﬁﬁspensién, todo ello producto delﬂapor;
te llevado a gébo por las azuas de los rios cgue desembocan
en esta zona, asi‘éqmq por, las cogrigntgs magigag.

De los frascos del NMP que correspondian a aéuellas es
taciones ya sefialadas y con una degradacién mas evidente, -
se tomé 0.1 ml. de muestré, incculdndose en una placa de ;—_
medio‘2216 E (Oppenheimer—Zobell, 1952) -ver apéndice-, en
donde se dejapon crecer a temperatura ambiente las bacte-~
rias de nuestro indculo. Se utilizé una caja de Petri para-
cada dilucién.

En las placas donde fue mas claro ei crecimiento se -~
aislaron al azar las colonias que serian sometidas a las —-
pruebas. de identificacién. Después se llev§ a cabo el proce
so de purificacién tomando como referencia las pruebas mor-
fol6gicas y de tincién Gram que se habian realizado previa-
mente y que se repitieron a cada momgnto que se pensaba que
la cepa podia estar ya pura. Se aislaron y purificaron un -
total de 204 cepas para el agua y el sédimento‘en las 6 es-
taciones trabajadas (Tabla 1). )

La cepa ya purificada se inoculd por duplicado en fras
éos‘de 5 mlL. y se introdujeron en un refrigerador .a 4#°C.. -
antes de comenzar -a hacer las siguientes pruebas de identi=-
ficacibn.

" Estas fﬁeron muy. variadas. No s6lo se rectificaron las .

“pruebas morfolSgicas y. de tincién Gram rgalizaﬁas_dunante‘

-

Fod
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TABLA 1:

CEPAS AISLADAS EN CADA ESTACION DE MUESTREO

Estacién 6 ( 18°52" N, 92’23' W)

Agua:-422, 423, b2k,
45, 449, Ly,

Sedimento; 451, L58, 459,

Estacidn 10 (19°12" N, 92°I7'

w)

Agua: 183, 186, 193,
201, 189, 194,

Sedimento: 229, 231, 230,

223, 224, 240,
Estacidn 11 ( 19°24' N, 92°26' W)

Agua: 246, 247, 250,

Sedimento: 27§, 272, 273,
288, 289, 290,

Estacidn 12 (19°29' N, 92°13'W)

‘ Agua: 3%3 3it, 312,
325, 326, 327,

Sedimento: 331, 332, 335,
355, 356, 357,

Estecidn 13 { 19°28* N, 92°03* W)

Agua: 361, 362, 363,

379, 180,

Sedimento: 39%, 392,
uos, io8,

Estacidn 32 (18°31' N, S3°11’
Agua: 483, 485,
439, 500,

510,

Sedimento: 511, 512,
538, sho.

381

39,
ho9,

W)

486,
sot,

513

»

h25,
L3é,

Let,

185,
202,

220,
228,

257,

276,
293,

34,
328,

337,
350,

3H‘D
383,

386,
Lio,

L88,
50z,

515,

Lag,
L8,

466,

187,
203.

227,
214,

258,

277,
294,

318,
3239,

341,
359,

366,
386,

397,
Ly,

L8y,
503,

518,

h27,
450,

hes,

192,

234,
233,

264,

278,
295,

317,
330,

3uh,
360

367,
387,

399,
b1z,

490,
504,

519,

430,
443,

572,

195,

211,
218,

265,

2739,
296,

319,
315.

348,

373,
388,

500,
413,

491,
505,

521,

432, W34, 442,

Lph, W75,

196, 197, 204,
235, 237, 213,
222.

267, 268, 270.

230, 283, 285,
297, 239

320, 321, 322,
343, 350, 351,

374, 375, 376,
389.

401, 402, Lok,
nis, k16, b9,

492, hoh, L5,
506, 507, 508,

522, 523, 524,

210,

221,

287I

323,

352,

377,

405,
420.

L6,
509,

525,



. Estacida 6:

Eﬁtact&q.lor

Estacidn 11 :,

Estacién 12;

Estacidn 13:

Estacidn 32

TOTALES:

Agua, 18 cepas; Sedimento, 9 cepas.
Totul: 27 cepas.

Agua, 16 cepas; Sedimento, 19 cepas
Total: 35 cepas. )

Agua, 10 cepas; Sedimento, 20 cepas

Total: 30 cepas

Agua, 18 cepas; ‘Sedlmento. 17 cepas

. Total:35 cepas.

Agua, 19 cepas; Scdiménto, 22 cepas
Total : &1 cepas. o

Agua, 23 cepas; Sedimento, 13 cepas
Total: 36 cepas.

_ TOTAL DE CEPAS: 20k..




-16-

el aislamiento y la purificacién; se hicieroniademés dosg ---
grandes grupos de pruebas: lasillamadas "nutricionales" y
‘ias "fisiol6égicas”.Las primeras entendidas como aquellas en
las que ée_muestra la capacidad de una cepa ‘para utilizarv—
’a vn s&8lo substrato como fuente de‘Carbono y energiaj; las -
segundaé fueron todas aguellas en las que se mostraban otros
aspectos del metabolismo bacteriano: Produccifn de exoenzi-
mas. de polisacdridos, necesidad de factores de,crecimiento,v
‘el metabolismo del Nitr6geno, la respuesta a agentes fisi--
cos y quimicos limitantes del desarrollo de los organismos,
‘ete, ete.

En las pruebas nutricionales se utilizaron substratos
de las siguientes familias: carbohidratos, dcidos grasos, §
cidos dicarboxilicos, otros &cidos orgdnicos, alcoholes, a-
minodcicos y compuestos aminados, asi como al lactato (un -
hidroxidcido) y al fenol'(un compuesto arom&tico).

Para cada una de las siete famil ias mencionadas {excep
tuano 8l lactato y al fenol) se observd su porcentaje de --
crecimiento y se sacé una media para el grupo bacteriano con
el que se trabajaba, a@al cual se le 1llamé Indice Medio de U-
tilizacién (I.M.U.), @efinido como la‘sumatorié de los por-
centajes de utilizacidn de un détefminédo niimero dé sﬁbstrg
tos dividido entre‘ese’nﬁmero.

Pero no necesariamente todos los compuestos de una fa-
milla [} famlllas quimncas son cosumldos por 1as bacterlas -

en porcentajes 1gua1es o cercanos a los ‘de su I.M. U Por‘e-
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l1lo Bianchi (1971), introduce el término Afinidad Asimila--

triz (A.A.),’que no es otra cosa que la desviacién‘sta‘ﬂa}d
:vy que en este caso expresa el grado de afinidad .de.u

_bacteriano para consumir cierta o ciertas familjas guf

p:obadas, o bien, el grado de dispersidn de los suﬁﬁi:ayosf—
_con'réspecto a los grupos de poblaciones bacterianas; “
. ' . .

Lizdrraga-Partida (1979), introduce el concepto de ca-
'pacidad catabélica (Cc.C.), utilizado en este estudio al i--~
gual que el I.M,U. y la A.A., y que lndlca la proporcidn de
substratos utilizados al menos por una cepa en una familia - "
‘o conjunto de famlllas quimicas. '

Todos estos conceptos fueron utilizados en las pruebas
nutricionales para un entendimiento mas completo de c6mo las
bacterias hidrocarbonocclésticas trabajadas utilizan a los --
compuestus orgénicos, |

Se efectuaron un total de 101 pruebas, de las cuales 59
‘vfueroﬁ nutricionales, 27 fisiol6gicas‘y'15 morfolégicas (Ta-
bla 2).

Por la metodologia empleada, las pruebas pueden dividip
se en tres grandes grupos: aquellas que se hicieron.en me-- .
dio de cultivo liquido, las que se hicieron en medio de cul-
tivo s6lido y las que no requirieron medic de cultivo.

En las‘segundaé, la‘cepa purifiéada'en el frascovdiﬁﬁ
vml;,.se sembr&'y‘dejé crecer masivaménte,en ei medio 2216,3,.5

De ‘ahi se tomS con una pipeta Pasteur una suspensidn lo mas s



TABLA 2: DESCRIPCIOMN DE LAS PRUEBAS REALIZADAS

Rimero de la ‘ Concentracidnk Método de
- prueba Nombre Clave (g/1t o ml /1%) - Esterilizacién

 PRUEBAS NUTRIC IONALCS

Carta 1 CARBOH 1DRATOS )
3. L-Arabinosa LARA 2 g/t . Filtracidn
2 Ribosa ‘R1BO ' " L
3 Xilosa - - : XiLo ”» oo
% Fructosa : FRUC - " - " :
5 Gal actosa GALA . L n . .
[ Glucosa - GLUC " " C :
7 Menosa MANO . th . L . G
- .8 Ramnosa . - RHAM ”» oom T
g9 Celobiosa - CELO ¢ LU ) b : e
10 ) Lactosa : LATO " ’ "
1)  Haltosa MALT " »

12 Sacarosa SACA " ) "
i3 : Trealosa : TREA "’ s
1 Almiddn AMID - " "o
.. ACIDOS GRASOS : : -
15 Acetato ACET i’ "
16 Propionato PROP 2 ml/it .
17 Butirato BUTY e : " .
18 Pel argonato PLAR . " Autoclavado
19 Palmi tato PALM 2 q/lt Calentamiento

ACIDOS

DICARBOXILICOS ' ’
20 Oxalato USAL i g/lt Filtracién cT L
2B Malonato MALO " s ) o
22 Succinato sucl " ”
23 Maleato MALE s L
24 - Lactato LATA . 2 ml/lt b

ACIDOS ORGAN ICOS .
25 . Citrato CITR 1 g/t I
26 Piruvato PYRU " "o
27 Alfa-Cetoglutarato CGTA . n "

—ALCOHOLES , ‘

28 Glicerol GLoL 2 mi/it n . .
29 Adoni tol ~.  AbDoL 1 g/it " .
30 Meso-lnositol MloL oo ’ .
31 Manitol HAOL " - .n
32 Sorbitol SooL " E "
33 Metanol MEOL - 1 g/it "
kL) ) Etanol . EToL: - " s n

35 . Propano} > PROLT » TN L




NGmero de la Concentracién:  Hétodo de
Prueba Nombre Clave {g/it o mi/It) Esterilizucidn
Carta 1 ALCOHOLES :
- 36 - Butanol BUOL Y g/it Filtracién
37 Bulcitol DYoL 2 q/lt "
38 Fenol FENO 0.25 g/t "
: - "AMINOACIDOS :
33 L-Fenitalanina LFAL 1 g/1t s
ho L-Tirosina LTIR 2 g/t e Y
4 L-Histidina LHIS g/ttt o "
L2 i L-Triptofano ~LTRY " v
43 L-Alanina LALA " : "
4 L-Treonina LTHR " »
4s L-valina LVAL » " .
he L-Leucina LLEU " Calentarniento
Ly S Asparagina AGIN " ) Filtracidn
48 Metionina HTl10 o e
%] L~Glutamato LGLYy v Bl
50 . L-Lisina LLYS " "
51 L-Arginina LARG " L.
52 ’ L-0rnitina LORN " "
53 L-Cisteina CTE " n
COMPUESTOS AMINADOS
54 Etarolamina . ETNH n "
55 Butilamina BUTH 1 g/1t fFiltracién
56 Urea UREA " "
57 Tiourea Tiou " "
58 Timina TYMI) " Calentamiento
59 Tiamina TiAM " Filtracidén

Pruebos Fisiol&gicas

60 . Prototrofia PROT Filtracidn y
* Autoclavado
6t Prototroffa+ . :
i Vitaminas PRV | "
62. Pratotroffia+
Vitaninas: +, .
Aninoécidos PRVA - ”
63 Reduccidn Nitratos RNOS Autoclavado
64 Reduccidn Hitritos RN TS "
65 Produccidn N, (Gas) RENS oo
66. Oxidacién Gliicosa OGLY "
67 Fermentacién Glucosa - FGLU "
68 Acumulacién PHB. APHB Lo
69 Pegradacién Petréleo  DEPE : »"

19 0 . Produccién Levdn - . PRLE o o




Nimero de ‘la . ) Concentracién® Métado de

Prueba . Nombre Clave  (9/1t. o mi/lt) Esterilizacién
Carta 2: .
1 Anilasa . AL Autoclavado .-
2 Gelatinasa. GELA . oh R
3 ADNasa ’ ADNA [ - o
4 Tween: 80 TWEO : oo e
5 Ureasa URSA - : Filtracién .-
6 Catalasa CATA . o '
7 ‘Oxidasa : . oxio Loy, y o ’ v
8 Satinidad 0 ppm SALO Autoclavado
9 . Salinidad 70 ppm SA70 - . L
10 Salinidad 120 PPM s120 g T ”
1t Sal inidad ‘180 . ppm s180 "
T2 Temperatura 40°C TEMF L - "
13 - Temperatura 37°C TE37 . . - - LA
4 Temperatura 4] °C TEL) S "
30 - Gram Positivo : GPOS .- : e :
31 ‘ Gram Negatlvo GNEG , - '
PRUEBAS MORFOLOGICAS
15 . : Color Crema=-BYanco CRBL
16 Colar Anaranjado-
: ; : Rojo - ANRO
17 . Color Amarillo-vVerde AMVE
18 - 0tro Color E 0TCo
19: . Pigmento Difusible = PDIF
20 - Cocos €oco’
2} C - Bacilos BACI
22 Espirales ESPI
23 . Pleomorfismo PLOH
.2 Espora Deformante EDEF
25 . Espara No Deformante ENDE
26 . "t a2Células 12CE
27 Cadenas ‘ "CADE
28 ) - Racimos RACI . W :
29 - Otro Arreglo OTAR s ’

"Los espacios que no fueron ocupados por minguna prueba en las cartas fueron:

32~70 © ESPACI0S EN BLANCO (En la ca;-ts 2 dnicamente)
71-74" INFORMACION ECOLOGICA ‘ : . ’ T
75-78 NUMERO DE LA CEPA ' s '

79-80 NUMERO DE CARTA

% §6lo en pruebas nutricionales.
. LR L :

TR
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concentrada posible (no menos de 10° bacterias/ml.) que se
vacif en una pequefia cubeta de 1 a 2 ml. de capacidad,con‘~
el objeto de seguiv la metodologlia .de Stanier Ei’ ii.,(igﬁﬁl
modificada por Liiérraga;Partida'(1979) eﬁ la cual pueden.-
sembrarse'y hacer  crecer haéta 20 cepas simult&neamente - -
en una sola caja de Petri‘con la ayuda de un ?eplicador semi
automdtico disefiado en el laboratorio. .

Las pruebas de morfologia y arreglo ceiulares, presen-
ceia de:esporas y aéumulaéi5n de PHB fueron hechas con.lé a-
yuda de un microscopio ZEISS de qontfaste de fases, en tan-
to que la tincién Gram fue hecha con un microscopid ZEISS -~
de cémpo claro. E1l color de la colonia se observd a simple
- vista © coﬁ ia ayuda de’una lupa.

Para tener un marco de referencia se utilizaron 16 ce-
pas: 13 de ellas del catflogo ATCC y las tres restantes de
la coleccibn de Shapiro, J., todas ellas sefialadas como de
gradadoras de petrbleo (Bartha y Atlés, 1977 b; Austin, et.

al., 1977 a.b.). La cepa PpS126 (Pseudomonas putida contig’

ne en la informacién genética un plasmidio (Tabla 3).

ﬂos resultados obtenidos para todas y cada una de las
pruebas fueron reportados seﬁal?ndose como positivos (+),
negativds (-) y no comparables ( ), y se transfirieron a --
'éafjétaé I1.B.M. para ser trabajados con programas de taxo- »
nomia numérica. . | -

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



Nﬂmeio de Catdlogo Ntmero asignado en ' Nombre

(ATCC u otro) . el ‘presente trabajo
+ 6051 9000 B Bacjillus subtilis
+ ;“580 . 9001 Bacillus lincherifornia
+.145681 s 9003 . Bacillus megaterium
¥ By2 90014 Bacillus pelymyxa
O+ 14577 . ) 9006 Bacillus sphaericus
.+ 25411 9052 . Pseudomonas mendocina
+ 27129 : Q053 Pseudononas marina
+ 17423 89056 - Pseudomonas acruginosd
# PAML 3057 Preoudononas arvilla
# PpG1 9058 ¥ Pseudomonas putida
# PpS126 ) 9060 : ) Pseudomonas putida
+ 14403 : 3062 : Brevibactearium stationis
+ 15831 . 9063 Brevibacterium albidum
+ 23055 9064 - Acinetobacter calcoaceticus
} 23333 ' 3067 Moraxella phenilpipuwvica
++19260 9200 Flavohacterium marinotipicum

+ Bartha y Atlas (1977, b), Catdlogo ATCC

# Cortesia de Shapiro, J.A. University of Chicago

+4 Austin, et. al.(1977, a.b.), Catilogo ATCC

TABLA 3. Liﬁta de Cepas.ampleadas como refurencia.:
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ocupé 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‘nﬁmero'ivy ias 31 restantes -
1as primeras colﬁmnas de la carta nﬁmé;o 2., Los Gltimos seié
" ‘espacios para ambasrtarietas se ufilizaron: 4 para seflalar
el nﬁmev§ de la cepa y.las 2 resféntes‘para el nfimero de la
carta (Tabla 2). -

" Los programas en que fueron corridas las tarjetas I.B.M.
dieron como resgltadorlaAobténcién de listaddéAy un dehdro—
grama en el que las cepas fuevon ordeﬁadas de acuerdo al’igy
dice de Jaccard (Sneath, 1857}, procedimientqkmatemético =
mediaﬁte el cual las muestras obtenidas se agrupan en fuﬂ——‘
cién de 1la similitud de los caracteres positivos entre un
par de cepas. Su férmula se expresa asi:

Indice de Jaccaxd (Sj)=_§_¢éﬁ“?“a~
Donde: a=un par de cepas con el mismo caricter
pos itivo _ :
b=un par de cepas donde el mismo caricter
‘es positivo en la primera. de ellas y ~-
negativo en la segunda
c=un par de cepas donde el mismo car&cter
es negativo en la primera de ellas y po
sitivo en la segunda.
; Al‘construir el dendrograma se establecif la 1inea de
Vgérte‘ﬁiguiendo,el criterio de 1la e#pecie conoeida. E1 puq—;‘
to.de referencia‘fue el porcentaje de simil itud aproximado

al que se agruparon las cepas de referenciaupertenecienfes

' ‘a-Bacillus Qy Pseudomonas, -
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También se obtuvieron una serie de listados de porcen-
b,tajes por prueba, es decir, listados en los que se inhican«
los,porcentajes‘de cepas positivas y negativas obtenidos en
Eada prueba; Se imprimieron listados de este tipo para to--
idos y cada unc de los fenones surgidos del dendrograma, ast
como. para las poblacionesidel agua, sedimento y el total de
cepas salvajes.
Con el dendrograma y‘eliconjunto de lisfados de porcen
tajes por bvueba, los dafos quedaron listos paraxsev inter--

fpietados.




3: RESULTADOS

3.1: Estudio de Poblaciones

Como .ya se sefials anteriormente, de las 204 cepas de
1a‘boblaci6n'total 10u_perfen9cen al agua 'y 100 al ééﬁﬁmen-
;6; Su§ caract§?i$ficas sonkbastaﬁfeﬂéimiléres. Tanto eﬁ ﬁnx
.habifat;céﬁo éﬁ'ot?éyios bacilds ppgdomihan sobie Qédas,las‘
démés formag celulares, obser?éndoSe uls 75% en la poblacién-
total. Laé cepas de individuos pleom&rficos abarcan el 18%
_Quedando el resto de las cepas entre los cocos, 5% y-loé es
pirales, 3%; el coldr de las ééioniaS‘bactefianas fue crema-
bianco en ﬁn 80%,‘amariilo—vgrde en un 17% y unicamente 5%
. de coloﬁias anaranjado-rojas (Tablé‘u). ‘
’ ‘Sin‘embafgq existen ciertos cambios‘importantes‘alﬂané
lizar las cepas del sédimento v lQS‘del agua por separado.
En las primeras el porcentéje de bacilos se incrementa hasta
alcanzar un‘8§%, que en el agua es s8lo de 62%. En cambio
los porcentajes‘dgrpieoméificos dﬁsminuyen notablemente del
agua al sedimento. El ineremento de bacilos en este hébitét
corresponde a un incrémentd en. la proporciéﬁ de colonias
_erema-blanco y a una disminuci6n del porcehtaje dé las cdlg
nias de los demés colores. Otra’caractefistica importante
de las poblaciones del sedimento e&s el aumento de cepas es-
poruladas. En el agua no alcanzan mas que. el 2% Iés cepas
», ¢6n espora.defovﬁanye y. un 5% las de éspora no deformantg,
"mientras que en eIISeAiﬁento llegaﬁ'a alcanzar 19 y 17% res
'ﬁéctiyaménye, Bstos'GltimOS'pofceﬁtajes obviamente'reflejan"_
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un aumento ‘en la‘proporcién de Gram positi?os, que, auhque
son'én general minoritarios (pues sélo abarcan el 26% derléf
fpoﬁlaciéﬁ‘t;tal) llegan a alcénzév‘hasta 43% en el sediméh;~
ﬁ to contra sGlo 12% en el agua.;‘ ; |

Un su% de 1a poblacién tanto de’ agua como de sedlment&
mosth act1v1dad hldrocarbonocléstlca, el 16% restante, gs'
_ decir;’que no pfeéenta esta,funcién p;ede'est;r constituido
porAcepas que perdieron esta-capaéidad, © por cepas que se
desarro;iaroﬁ en- el medio a expensas de 1los productoé de ex
crecidn dé'laS'otvas. . ‘

‘Se encontré una ligera diferve "ia en la ferméntacién‘
de glucosa entre los dos hébitatg;,ﬁn el sedimeﬁto exigfe
uit 7% més de -fermentacibén que en el agua, pero sélo un 1% -
mds en la oxidacifn; esto es importante eﬁ la medida que -
indica una’presencia mayor de anaerobios facultativos, so-
bre tddé en el sedimento. La reduccién de‘nitritos fue siem
pre ﬁéndr Que'la de‘nitratos para los dos hibitats, aunque
no se encuentran cambios muj dr&sticos entre ellos al anali;
zar las doé pruebas por separado{ No obstaﬁte.uﬁ porcentaje
casi igual al de reduccibn de nitratos se presenta en la po
blacién para la produccifn gaseosa de nitrSgenc en anaero-
biosis.

. Lé pohlaciSnvbactériana en términos generales mostrd.

" caracteristicas de halotolerancia, pues a 120 partes por . -

mil, elugrécimien:o sblo decrecid hasta 65%,'viniehdo de un -~
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99% a 0 y 70 partes por mil (ppm). Unicamente se mostrd una
érastica cafida a 180 ppm. en donde 163 porcentajes fueron -
de 10 y 17% para agua y sedimentoc respectivamentg.‘Se'pue—}
de deéir qué las cepas trabajadas son éurihalinas, .

. A 37 ¥y 41°b.pr8cticamente el tétél de la poblacién fue
capaz de crécer. A 4°C el porcentaﬂe no llega a alcanzar el
“40%. A pesaf de esto las'cepas que si crecieron a esta ﬁ;ti
ma temperatura tienen uné'amplia capaﬁidad de toleranéia a
ios cambios en este importante facfop fisico y constituyen
mds de un tercio de la poblacidn.

Con respecto a las exoenzimas se observa una‘ligera -
predominancia'a la produccidn de estas substéncias:en las -
cepas‘del agua con respecto a las del sedimenfo; concreta- .
mente en los casos de amilasa, tween 80, ureasa y bxidasa.
En los casos de gelatinasa, ADNasa y catalasa, se encﬁentra
que fueron producidas en mayor porcentaje en las cepas ais-
.1adas del szedimento.

Las cepas trabajadas ne mecesitan de factores de creéi
miento para su desarrollo, el 99% Fue capaz de crecer en los
medios de prototrofia simple, sin requerirvsiquiepa la mez:
cla de vitaminas o la de aminodcidos.

Hés dg 1as_dos_ter§eras partes de la poblaci®n es ca-
*paz de almécenar‘él PolifBetaQﬁidroxibutirato (éHB). Aunéué
15 diferenci§’3ea‘ﬁuyhlige;a, es imﬁérfénte seﬂalar‘QUé,ei_
‘. 72$_de las‘cepés,dél sedimento fueronfcépéceé de‘alyaéeﬁér;v

.
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lo, contra un 66% de las cepas del agua.
La produccién de levin fue muy baja tanto en el agua -
como eun el sediménto.
‘ Todos los resultados hasta aﬁui'mencionados se muestran
en la Taﬁla 4y |
%Ppuebas'Nutricionales.'La poblacitn de bacterias mostrd

.

una orlentaCxon al consumo de &cidos! orgénlcos, amlno&c1dos,

dcidos grasos y carbohldratos en este orden tanto en el to-
tal de cepas salvajes como en las cepas del sedimento; s6lo
en'laS‘cepas del agua los carbohidratos ocupan el tercer lu
'gar desplazando al cuarto a los éc1dos grasos. Los dcidos -
_dlcarboxillcos y los alcoholes muestran un consumo mediojen
 los compuestos aminados este consumo es bajo (Tabla 5).

Para fines prdcticos se ha excluido al lactato (hidro-
xidcido) y al fenol (compuestp aromdtico) de las tablas, bas
tando con mencionar que el consumo del primero fue muy alto
tanto en agua como en sedimento, en tanto que el del segun-
do fue nis bien bajo (89 y 36% respectlvamente)

La atencilén fundamental se centra sobre las 7 familias
de substratos arriba mencionados. Se observa que a pesar -
de tener un Indice Medio de Utilizacién muy elevado, la dis
éersién en el consumo de 4cidos grasos. es siempre muy. gran-
de; él rango de utilizacién va de 0% en el caso-del pPelargo
,nétoi(ﬁnico cdmpué5t6 no utilizado pér ninguna «deyléé*cepas

séijajés) hasta 92% en el acetato para laé,cepas delVSedimeH




Cepas Cepas ) B .o
Agqua (%) Sedinento (%) Total (%)

PRUEBAS FI1SI0LOGICAS
Prototroffa 99 28 99
Prototroffa + Vitaminas - 99 98 99
Prototroffa + Vitaminas +'A.A.. - 99 . 98 99
Reducci&n de Nitratos - . 67 . 69 . : 68
Reduccién de Nitritos 23 17 L 20
Produccibn de Nitrégeno Gaseoso 65 ' 61 : - 83
Oxidacidn de Glucosa 50 51 50
Fermentaci6n de Glucosa . 56 . ‘ 69 62
Produccidn de PHB : 66 ‘ 72 : 769
Degradacién de Petrsleo IXTOC~1 an . . 8h, o ’ N
- Produccibn de Levén : 2y - : - 20- . = 23
Amilasa 58 56 57
Gelatinasa 55 56° 58
ADNasa i 77 7h
Tween 80 70 60 65
Ureasa 26 21 2L
Catalasa 82 - 86 84
Oxidasa 69 55 62
Satinidad 0 p.p.m. 98 99 99
Salinidad 70 p.p.m. 99 98 29
Salinidad 120 p.p.m, 62 7 66
Salinidad 180 p.p.m. 18 10 1
Temperatura 4° C 38 .35 36
Temperatura 37° 99 .98 99
Temperatura 41 99 100 100
Gram Positivo 12 L3 26
Gram Negativo 88 57 YL
PRUEBAS MORFOLOGICAS
Color Crema~Blanco 72 89 - ‘80
Color Anaranjado-Rojo .6 b 5
Color Amarillo-Verde 23 1L 17
Gtyro Color [} +0 ]
Pigmento Difusible. .0 3} 4]
Cocos 9 2. S
Bacilos . 62 . 89: - 75
Espirales 3 b 3
Pleombrficos " .27 8 .18
Espora Deformante. - 2 19 10
Espora No-Deformante 5 17 11
1 a2 Células 98 98 . 98
Cadenas 2 2 2
Racimos - a 0 (1]
Otro Arreglo 0 [+ Y

'fABLA‘-l&: PORCENTAJES DE CARACTERES POSITIVOS EN CEPAS SALVAJES'
PRUEBAS FISIOLOGICAS'Y MORFOLOG!CAS




'CARBOHIDRATOS JACIDOS - ACIDOS . - AC{DOS

ALCOMOLES = AMINDACIDOS

COMPUESTOS

s

, R TOTAL
GRASOS DICARBOXILICOS - ORGANLCOS AMIHADQS M

SR BURN sk.07 500 42,00 75.33 1200 57.07° 2133 4976

CEPAS ~  A.A. 10.64 S 384 L 3251 . 12,9 21.17 25.36 17.93 24,43
AGUA . ; ) _ : 2.4

' c.c. 100,00 80.00 100.00 © 100.00 100.00 100.00 100.00 98.30

SNRR .64 46.60 37.50 68.00 29.50 46.73 . 16.50 40,42

czpas A.A. 12,77 1,57 37.13° 22,07 18.08 19.63 3.4 28.62 -
SE0 { MENTO . . ; ! : o

: et 100,00 80.00 100,00 100.00 100.00 100,00 100,00 . 98.30
.MU, 47.93 ‘ 48.60 4L0.00 7!;67 36,00 52,13 19.00 L5.25

TOTAL DE © A.A. 1.9 39.90 8.1 | 17.04 19.38 21,47 i5.85 23.25
CEPAS ' , ~ : '
c.c. 100.00 *80.00 100,00 100,00 100,00 100.00 100.00 98.30

TABLA 5: CARACTERJST ICAS NUTRIC JONALES DE LAS POBLAC JONES HIDRDCARBONOCLAST'ICAS.

1. M. U,= Indice Hedio de UtiTizacidn
A.A.= Afinidad Asinilatrlz

C.C.= Capocidad Catabblica

-

.
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to & 89% en las del agua, de manera tal que el I.M.U.eleva-

do lo estidn determinando en este caso no el conjunto de subs
~tratos utilizados en una familia, sino aguellos que mostra

ron un porcentaje més elevado de utilizacién.

"En el otrd extremo se eﬁcuentran los &dcidos diéarhoxi-i
licds, en quienes un I.M.U. medio hasido dgtermin;do por -
" una enorme diFerencia en el bajo porcentaje de ciérfos com-
puestos como el axalato ¥ el malonato (10 .y 15% respectiva-
mente) y el nmuy alto del succinato (91%); y que producen -~
‘una'dispersién mﬁy gpande de ia muestra; todo lo cual se i-
—lust?a en las figurask2,3 y 4.

En estas miémas figuras y en la Tabla 5 se observavque
los carﬁohidratcs, fcidos qrgénicos y cpmpuestos aminados
tienen una A.A, menor. En estas familias quimicas,‘el -——
I.M.U. exﬁresa con mayor claridad el porcentaje de utiliza-
e¢ién . de los coméuestos y no existen casos tan extremos en -
su diferencia como en los grupos sefialados en el parrafo an
“terior. k

“Entre estos dos gruéos de familias se encuentran . los
aicoholes y los aminoécidos, en los que - si bien es cierto -
existe ung amplia.disfersién y porcentajes de utilizacién -
bastante distintoé entré los combuestos, la cantidad de -~
substratos estudﬁadqs en est:s familias dgtermina que s&lo
algunos de estos[cqmpuestos estéﬁ determinando fundamental-
ﬁente el I.M.U,_Scﬁvpﬁes;‘pof lo que respecta -a su Afinidad =
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Asimilatriz,un grupo intermedio entre los de baja y alta dis
persidn.

En tota;; se obtuvo un I.M.U. de 45.25. Las cepas del .
agua mostraron una mayor efectividéd en el consumo de subs-
tratos brgénicos (I:ﬂ.ﬁ;: 40.42) y adem&s mostraron una Afi
nidad Asimilatriz menor que las segﬁndas a pesar de que en
las familias de alcoholes, aminodcidos y bomphestos amina--
dos esta fue mayor que en la poblacién del sedimento. La Ca
pacidad Catabdélica fue iéual para aﬁbas poblaciones dado --
que sélo.pnd de los 59 compuestos no.  fue utiliz#dq (Tabla 5).

Englobando los resultados, se'buede caractqrizar a la
pdblacién bacteriana hidrocarbonoclistica de la Sonda de --
Campeche como predominantemente integrada por bacilos Gram
negativos éon colonias color crema~blanco, no esporuladas,
eurihalinas, anaerobios facultativos, con alta capacidad de
consumo de - &cidos orgédnicos, aminoacidos, &cidos grasos y
carbohidratos'especialmente:eﬁ las cepas del agua y con un
incremento de Gram pdsitivos esporulados en el sediemento y

mayor diversidad morfoldgica y de produccién de exoenzimas

en el agua.

3.2: Estudio Taxonbmico

En el dendrograma construido se establecif la linea de

- corte al B4% de similitud empleandoc el método de la ésﬁécié
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conocida.El punto de referencia para hacer este corte fue -
el porcentaje al que se agruparon las cepas de coleccidn de

los géneros Bacillus y Pseudomonas (figura 5).

Quedaron formados 18 fenones a lo largo del dendrogra-
ma, todos ellos conteniendo un minimo de 3 cepasg; se ignorg,'
ron los grupos formados por pares.

Descripcién de fenones (Tablas 6 y 7).

Fen6n i:

Constitufdo por 3 cepas, todas del agua, estacién 10.
Cepas pleomdérficas, Gram negafivas. Su capacidad hidro

" carbonoclistica es la mis baja de los 18 fenones (s8lo 33%)..
En anaerobiosis las tres cepas reducen los nitratos hasta -
nitrégeno gaseoso, sin embargo, los procesos de reduccidn -
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 excenzimas s8lo se producen oxidasa -y tween B0
en su totalidad y la gelatinasa eﬁ un 67%. Cepas eurihalinas
entre O y 120 ppm; no crecen a 180 ppm. Como en todos los -
fenones, hay un creéimiento del 100% a 37 y 41°C. A 4°C s6-
lo una de las tres cepas exhibibé crecimiento. Asimismo el
100% crecisb, como en todos los'fenopes en las pruebas de -
ﬁrototrofia, prototrofia + vitaminas y prototrofig + vitami
nas + aminodcidos. ‘

Este fendén tiene una amplia capacidad de crecimiento -

’
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en 4cidos orgdnicos y carbohidratos, aunque en estos dlti-
mos su A}A.‘es muy grande y la C.C. no es de 100%. No se pre
sehtanconsumo de compuestos aminados.
Benﬁn'2: )
Es el mds grande de los 18 fenones. Estd constituido -
por 39 cepas de todas las estaciones; 5610 estédn ausentés
SR . A
las ¢epas del agua, estacidn 32. Predominan ligeramente las
cepas de las estaciones 11 (9 cepas), 10 (8 cepas) y 13 ( 8

cepés). Ademds, en este fendén se ubica como cepa de referen

cia Flavobacterium marinotipicum. Como congsecuencia de todo

lo antérior tenemos que el fenén.eé‘el mids heterogéneo de -
cuantos existen en el'deﬁdrograma, aunque. se puedg distin-
guir una bredominancia de las ‘cepas del agua con respecto a
las del sedimento.

Tambi&n se observa que el fendn presenta el mayor con
sumo de substratos orgénicos. Se exhibe un amplio Indice de
utlllzacién de &dcidos orglniccs y carbohidratos. A excep-
c16n de los fcidos grasos y aminodcidos, el fendn dos tiene
los I.M.U, més elevados péra cada familia quimica en compa-
racién con los demds fenones; el I.M.U, tétal es el mis ele
vado también,

El finico substrato que no fue consumido es el pelargo-
néto, de‘manera que la'C C, total es .igual a 1la de la pobla

‘ciﬁn ‘entera de bacterlas, 'y es el ﬁnlco fenén que tiene una

C.C. igual a 100.00" para cada familia quimlca con excepcién
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de los &cidos grasos. Particularmente imporfante es el caso
- de los alcoholes y compuestos aminados, cuya C.C. es de =~-
100.00 sélo en este fenén. La A.A. total es la segunda mi&s
baja de ‘los 18 fenones y las A}A; de ca&a familia quimica
_mueStraﬁ tambiéﬁ una'felativaménté baja dispefsiéﬁ de la u-
tilizéciéﬁ de coﬁpuestos'orgénicos como fuente de Carbono y
energia.

En este fendn existén cepas de todas las formas, aun-

que predominan los bacilos

‘

ampliamente,seguidos por los -
bleomsrficos: El cdlor de las colonias es mayoritariamente
cremanblqncp,féero existen también colonias amarillo-verdes
y es el finico fenbn que.posee‘colonias anéranjado—rojas..--
Existen porcentajes bajos de esboras tanto déformantes como
no deformantes y un 25% de ceéas Gpam positivas.

La cabacidad hidroéarbonoclsstica del fenfn es baja --
com§arada con la mayoria de los fenones. Aunque a.todas -
.‘las sglinidades se observa crecimiento, este es relativamen
te pobre; el fenén es boco eurihaliﬁo. 7

Fenén 3;

Integrade por 8 ceﬁas de cuatro estaciones diferentes.
Predomina el agha, estacién‘ﬁ (3 cefas) ¥ el’sediménto, es~
tgeifn 32 (2 ce#as). Un 75% de las cebas son del agua.

‘Al igual que en el fenb:i anterior, la mezcla de hibi-
tats ¥y ésféciones ﬁroduce un'gruéo de[ceéas muy heterogéneo.

$81o los cocos no estdn presentes; hay un 100% qe‘éolonias
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crema-blanco, 13% de esporulados (espora deformante) y 25%
de Gram positivos. La degradacién de petréleo se lleva a -~
cabo en 'la gran mayoria de lés'cepas. |
,.fEn'este fénGn la produccibn dé ex§enzimas fue muy ele-
- fadé; a excepecidn de la ureasa todaS‘léé demés se producen. -’
por arriba del 70% y la AbNasa, catalasa y tueen 80 alcan-f
zan el 100%. Larreduccién de los nitratos.es m&s bdien baja;
"asi como la produccidn de Nitr6geno eﬁ anaevobio;is. La pro
rduccién de levdn es la mé&s elevada de loé 18 fenones.
+-En-las pruebas nutricionales ‘se -observa un mayor consu
mo de carbohid?atos, ScidOS orgénicosvy aminodcidos. En lés
2 primeros se exhibe una Capacidad Catabdlica igual a 100.00
y una Afimidad Asimilatriz muy baja. '

Fendén 4:

Formado por 5 cepas, todas provenientes del sedimento,
estacién 32. Posee todas las formas celulares excepto pleo-
'morfismo vy colonias color crema-blanco. Hay una gfan canti-
dad ‘de Gram positivos, pero ninguna esporulada. Es el finico
fendn en el que esta obvia correlacién Gram positivos-esporu .

- Yados no se presenta;

Existe casi la misma capacidad hidrocarbonoclistica --
que en los fenones anteriores y el mismo comportamiento en%
anaerobiosis. 7 v '

Las familias quimicaé mas utilizadas son los écidos‘oz

.

génicos, los aminodcidos y los alcoholes, Los carbohidratos
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muestran un I.M.U. muy bajo; sflo la arabinosa, la xilosa -
y lailactosa no fueron utilizadas. Los alcohples aparecén -
Vpof filtima ocasifn como una de las 3 familias‘qpimicas conl
;;M.U.:mas elevado. Lés compuestos aminados tienen en. este
jfenén su I.M.U- mas elevado y una C.C. bastante grande eﬁ -
,comparécién con la del resto de los'fehones. ’
'”Fenﬁn St 7
Tiene 6 cepas: 3 del agua, estacibén 10, 2 del sedimento
de e;a misma estacidn y uﬁa del sediﬁénto de la estacidn 13.
‘ Se encuéntravun 169% de bacilos, 17% de los cuales tigﬂ
nen dné espdra no deformante. Este GLtimo porcentaje es. --
exacfamente,el mismo de las cepas Gram positivas del fenén.
ﬁay una eurihalinidad del 100% entre 0 y 120 ppm de =alini-
dad y ninguna cepa crece a 4°C. Todo el fenfn es capaz tan-
_to de fermentar como de oxidar la glucosa. E1 B83% de las ce
pas produce -NitrSgeno gaseoso en anaerdbiosis. Por lo que -
toca a las exoenzimas sblo el_tween 80 y la catalasa se pro
ducen en pdrcentajes elevados. En las pruebas ﬁutricionales
se vuelve ai esquema de alto consumo de 4cidos orgdnicos y
carbohidratos; debajo de ellos quedan los dcidos grasos y a
" mino&cidos, quedando las cepas de este fendén come baijas con
sumidoras de alcoholes y compuestos aminados. Las A.A. tie-
,nen'vglores'éitqs; La:C}C: es alta en todas las familias --
'exdepfO'C9m§uesqu aminados. E1 aag'déllas'cepas degrédarelV

) peerLéc.'
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Fendn 6:

Integrado por 17 cepas: 12 del agua, estacién 32 y 2 -
del-sedimentq de 1a misma estacidn. Las demds son cepas. de
las ésfaciones 10 y 13 para el/agua y de la 12 para‘ei'sedi
mento.”Predominanilas_cepas del agua.

Una mayoria de bacilos y algunos pleomérficos integran‘

. '
al fendn. 100% Gram negativos color crema-blanco en sus co-
lonias. 100% de hidrocarbonoclisticas y un muy alto porcen-
taje de nitrato-reductbras, asi como deAprodﬁctoraS'de Ni~
‘trdgeno gaseoso en énaerobiosis.kDe los fenones quefpfoduCen
levédn este es el qﬁe lo hace en m&&oi'porcentaje. |

El I.M.U. total del fendn es de 46.11. Los c¢ompuestos
que sévconsumen en mayor cantidad son los &dcidos orgénicos
y los aminodcidos. En los carbohidratos la C.C. es muy ele-
vada a pesar de tener un I.M.U. relativaﬁente bajo.

Fendn 7:

Formado por 12 cepés, 9 de ias cuales pertenecen al -~
agua, estacidn 6. ‘

La morfologia es enteramente de bacilos, Gram negati-
vos en su mayoria aunque existe un pequefio porcentaje de -
Gram positivos (18 %) ‘el color colonial es en un 91% crema-
blanco y amarillo-verde el 9% restante. Las ‘12 cepas son -
hidrocarbonocl&sticas, asi como;réductoras,de nitratos en ae

"robiosis. Las exoenzimas se producen gn.porcentajes altés .
espeéialmente la catalasa y la biidasa; la ureasa alcanza - 

un 60%,., E1 levdn se produce en'hn 55%, porcentaje. superado’ .~
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en el fenén 3.
» El fendn es de 1os'ﬁ§s eurihalinos pues todas las cepas
‘;crecen.a 0; 70 'y Iéo-ppm y el 36% a 180 ﬁpm. . ‘
Se'dfilizan éq alta cantidad los ' 4cidos orgéﬁicos, a-
minoécidés y‘carbohidratos, que tienen en esfe fenén una C.
C. de 100,00 -en-los tres casos. En los aminodcidos la A.A.
es alta debido a la diferencia entre el éonsumo de metioni-
‘na ycisteina (9%) y todos los demds substratos empleados -
para esta familia quimica, que muestran porcentajes de uti-
iizacién mayores al 80%. »
Fenbn 8;
Tenemos en este fenén 2 cepas del sedimento, estacién

11, una del agua, misma estacidn y 4 cepas de referencia -

del género Bacillus: Bacillus polymyxa, Bacillus lichenifor-

" mis, Bacillus megaterium y Bacillus sphaericus.

Debido a.la dominancia de este género en el fenén, en
contramos un elevado porcentaje de Gram positivos (71%)y de
esporulados, junto con las Gram negativas en colonias crema-
blanco.

S6lo el 50% dg laé cepas de este fenén degradaron el -
 petr5leo; estas cepas son menos eurihalinas que en otros fe
‘nones pues s6lo se logra un 100% de crecimiento.a 70 ppm de
 salinidéd, observéndosevsélamente un 14% a 0 ppm. Pero a di
 ferencié’de,la mayoria de los fenones en este hubo un creci

hiénto én todas las salinidades. A 180 ppm el crecimiento ff

-
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fue de 43%.

Entre las exoenzimas, la gelatinasa alcanzb un'ioo% dg
produccién; siendo‘este uno de los poc&s fenones que:pfeseﬁ
ta esta caracteristica. La utilizacidn de compuestos orgdni
cos en pruebas nutricionales se orientd hacia el coﬁsumorde
4cidos orgénicos y aminodcidos al igual que en los anterio-
res fenénes; observindose en estas familias capacidades ca-
tabdlicas iguales‘a 100.00. Los carbohidratos y écidos gra-
soé fambién presentan altos fndices de utilizacién y C.C.
de 100 y 80 respectivamente. Ninguna-éepa aprovecﬁﬁ éi fe-
nol. i

Fenén 9:

Enteramente constituido por 5 cepas de referencia del

género Pseudomonas; estas Son: Pseudomonas mendocina, Pseudo-

‘monas'harina, Pseudomonas arvilla, Pseudomonas putida (PpG1)

y Pseudomonas putida (PpS126).

: ‘Formado ﬁor baéiloé Gram negativos con color crema-blan
co en las colonias y n§ fermentativos. Su porcentaje de de-
gradacidén del petr6leo fue de 100%.

Estas cepas sélo pueden‘crecer, por lo que a que sali-
nidades se refiere, en un 100% a 70 ppm. Al igual que el an
terior este fendn es de los menos eurihaliass, pues sus ce-
baSAno creden a 0 ppm y sélo el 60% lo hace a 120 ppm; a pe

sar de esto Gltimo hay también, como en el fenédn anterior -

" un elevado porcentaje de crecimiento a 180 ppm (40%).
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Se producen exoenzimas en porcentaﬁes muy bajos. A ex-
cepciébn de la catalasa, con un 100% de porcentaje, ninguna
otra vebasa siquiera el 50% y si la ADNasa, ureasa y gelafi
nasa tienen un porcentaje de 0.00. 7

En este fenbn los &dcidos orgdnicos y grasos son los due'
‘se utilizan en mayor proporcién y los Gltimos exhiben el.——
I.M.U. mds- alto de l6s 18 fenones para esta familia. Loé a
minodcidos también son producidos‘en proporciones altas --
(I.M.U.= 74.66).

Fenén 10:

Una mezcla entre cepas de las estaciﬁnes‘io y 13 se pre
senta en este fenén de 5 cepas, correspondiendo la mayovia'
a las del agua, estacién 10 (3 cepas).

Se presentan laé mismas caracteristicas morfolégicas -
de los fenones preéédentes: bacilos Gram negativos con colo
nias crema-blancas.

El metabolismo del Nitrdgeno es una caracteristica im-
portante de este fendn, pues en condiciones aerobias presen
ta uno de los porcentajes més elevados de reducciones de -
nitratos y nitritos (60%). En anaerobiosis la produccién de
NitrS8geno gaseoso es de un 100%, La fermentacibén de glucosa
abenas alcanza un 20% y no existe oxidacién del carbohidrato.

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

La produccidn de ekoenzimas es muy elevada. Amilasa{
ADNasa y oxidasa son producidas en porcentajeé del 100%. --

Las dem&s exoenzimas se producen en porcentajes. iguales o -
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mayores al 75 % a excepcidn de la ureasa, que alcanza el --
60%, porcentaje relativamente elevado para la produccidn de

esta substancia.

En las pruebas nutricionales'se muestra de nuevo.éue -
- las framilias de écidos'ofganicos y gfasos fueron las que se
consumieron en mayor medida; les siguen en impprtancia Los
dcidos dicarboxilicés, quienes presentan,una C.C. igual a
100.00. En la; demés~familias este pardmetro es mas bien -«
" bajo excepto en los aminofcidos (C.C.=80.00). La A.A. glo--
bal y de las distintas familias es superior a 30.00 excepto
en los &c¢idos oﬁgénicos.

Renéﬁ 11: ‘

'Conétituido por 10 cepas de 1é estacién 32; 8 del agua
y 2 del sedimento. v

Su morfologia una vez mids es de bacilos Gram negativos
con colonias crema-blanqo; Tiene.un comportamiento igual al
del fendn anterior en cuanto a la reduccidn de nitratos, pe
ro la de nitritos y la produccifn de Nitrdgeno gaseoso son
mas bajas que en aquel.

Es un fénén poco fe51stente a los cambios de salinidad,
aunque hay crecimiento en las 4 concentraciones. A 120 y -~
;80 Ppm. Se muestran los mds bajos porcentajes entre los fe-~

nones que pueden crecer a estas salinidades. La degradacidn
Is

0

- ael petr6leo es muy alta (90%) y pocas cepas, fermentan la -
glucosa. Al igual que en el fenén‘io, todas las cépasyacumg

lan PQB,
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En este fendn comienzan a presentarse bajos indices -
de uti;izacién para las pruebas nutricionales. E1l I.M.U. to .
tal nozllega a 30.00. Los compuestos mas utilizados son los
T&cidos orginicos .y los gfasos, perc el valor de sus I.M.U.,
:espeéialmente:en los dcidos orgénicos (que. en fenones ante-
riores llegabé uéualmente a 100.00) experimenta una reduc--
'éién.dréstica. Los ‘amino8cidos también muestran I.M.U. re;k
blétivameﬁte bajo, asi como los carbohidratos, quienes enveg'
.;e fenbn sélo veﬁ.consumidos 5 de los iu substratés probados.

La Capacidad Catabéiiqa también es -baja en este fen§n,
tanto para las diversas familias quimicés como para el.total,
'pués s6lo los dcidos org&niccs logran obtener un valeor de -
100.00 y los &cidos dicarboxilicos de 75.00. Todas las demés
famil ias quimicasvpresentan la C.C. igual o menor a 60.00.

La Afinidad Asimilatriz es superipr é 50.00 tanto en

dcidos orginicos como en grasos, sdlo los carbohidratos -~-
{por su bajo c¢onsumo generalizado) lé presentan baja.

Fenén 12:

Dos cepas del sedimento, estacidén 13 y una del agua, ~
estacidn 32 constituyen este pequefio fendn que en sus carac
teristicas morfolbgicas y de tinéi&n Gram es igual a los an
teriores: Bacilos de colonia crema-blanco y Gram negativos.

.-8in embafgo presenta cafacteristicgs_fisiolsgicés muy
particulares. Es. el inico fendn en el que todas. las cepas -
pueden ﬁeducir nitratos y nitritds ¥y en el.que‘ninguna pro- -

‘duce Nitrégemo gaseoso. No oxida la glucosa aunque una de =
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las 3’cep$; si la fermenta. Al igual que en los 2 fenones -
anteriores, se;acumula PHB en todas las cepas_é igual que -
en iés.é siguientes todas degradaﬁ‘petréleo. La p:oduccﬁén
de exocenzimas es Bgstante bgja; el tweép 80 no se prodpgeA;v
en.éste fénan; ‘ o

Los compuestos orginicos mis utilizados son los Scidos

- orglnicos y grasos, pero ninguna familia tiene una C.C. de

100.00 y las A.A. son siempre supefiores a 30.00. Todo lo =~
cual se ve reflejado en los.reéultados totéles‘del fepén.‘

Fenén 13:

Formado por 2 cepas del agua, estacidn 12 y una del'-—‘
mism; hébitaf: estacidn 13.

Junto con el fendén 1 es el.ﬁniqo con un 100% de cepas
pleomdrficas, en un 67% de color crema-blanco en sus colo--
nias y en un 33% amarillo-verjes; todas Gram negativas.

La degradacifn del petr&leé se efecta en todas 1las =--
cepas. - v

Este fendn esbpéco eurihalino dado que §§%o uha de las
3 cepas crece a 120 ppm. y ninguna a 180, aunque foda§ lo -
hacen a 0 y io pﬁm. Ninguna cepa crece a 4°C.

El metabolismo del_Nitr&ge?o es pracficémente lo. opues
to al fegén anterior. Ninguna éépa es ‘capaz de reducir n;’-‘
los nitratos ni losvnitritos; y en cambio el 67%_6§icapaz'de
producir el Nitr&genowgaseoso;en anéerobiosi;. | |

| ~”Hay una elevada pr&duccién de exéenzimas, Si bien la u

.
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reasa '.no es produclda por ninguna cepa, en camb1o todas --
producen ADNasa y tueen-eo, y el 67% catalasa y oxidasa.
Los aminodcidos y 8cidos- grasos son las familias consg

midas:preferentemente, pero en bajos.porcentajes. Entre los

‘alcoholes s8lo se consume el Gllcerol solo el Citrato entre

los &cidos orgdnicos y el succinato entre los dlcarboxillcos,

E .
lo cual produce I.M.U. y C.C. ba]as. *

Fendn 1Uu:

’5 cepas del sedimento, estacidn 13, integran este fendn
que muestra cepas formadas por bacilos Gram negativos, tanto
Pde color crema-blanco como amarlllo verde en sus colonias.

V‘En este fendén todas las cepas.degradan el petrdleo y
son fermentadoras de glucosa.

Enfre las exoenzimas la amilasa se sintetiza por parte
;de todas las cepas. Al igual que en los treéﬁanteriores fe-

nones no hay produccién de lev&n. Las cepas‘del fenbn pue-- .

den crecer todas entre 0.y 120 ppm, perovn;nguna resiste -~

“180 ppm. de salinidad.

'.tuando a los- 5c1dos opgénlcos- las_ Afinidadés Asimilatrices

Los &cidos orgdnicos y los grasos son los que se consu

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

elevado. Entre los alcoholes s8lo se consume el glicerol -

y los compuestos aminados tienen I.M.U., A.A. y C.C. igual a

cero. En general laé'Capacidades'Catab61icas son 'bajas excep’

Lo

"son bastante altas a excepc16n de alcoholes y compuestos a-
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minados.

Fenbn 15:

Este fendn agrupa a 7 cepas ﬁel sedimento, estacidn 13
y una del agua, esfacién 6, y estd constituido también poﬁ
bacilos'Gfam negativos y de colonias crema-blancas.

La degradacién del petrSleo se efectda bor parte del -
. '
88% de las cepas y en el mismo porcentajé se redujeron los
nitratos. Es uno de los pocos fenones en los que la produc-
cidn de Nitrbgeno gaseoso es menor a la reduccién de nitra-

tos e igual a la de nitritos, .

También sSus cepas son capaces de crecer entre 0 y 120
ppm y el 75% crece a 49C, Tiene un relativamente alta porcen
taje de almacenamiento de PHB.

Nutricionalmente son una vez mas los &cidos orgéinicos
y grasos l1los que se utilizar en mayor medida, Las Afinida~-
des Agimilatrices éiguen siendo muy altas y la C.C.. se ele-
va en comparacidn con sus valores en los dltimos 4 fenones,
pero sin llegar a sobrepasar los de los primeros 10.

Fendn 16:

Agrupa 7 cepas del sedimento, estacidn 12.

La morfologia de este fendn es huy diferente a la de 1la
mayoria de los fenones-y en especial a la de los inmendiata
_’mente_precedentes. En este rengldn los resultados son pér}—
fectamente coherentes: 86% de bacilos y 14% de pleomdrficos;

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 esporé no deformante. Es el fenén que .

presenta mayor porcentajé de Gram posiiivos entre los 18 a-
'gruﬁamientos bacterianos.

| Todas las cepas fermentan y reducen la glucosa. Ningu-

né cepa reduce los nitritaes pero el 67 % reduce los nitratos.
En anaexrobiosis el 71% éroduce Nitrégeho gaseoso. Como en -
otros 7 fenones no hay ﬁroduécidn ae leQEnﬂ El 67 % degra-
da el éetréleo del pozo IXTOC 1,

La broduccién de excenzimas alcanza un ;lto nivel. =«
Tween 80, cataiasaiy oxidésa son sintétizad?s por todas las
ceéas, las dos terceras bartes del fenén sintetizan amila-
sa y ADNasa y la mitad gelatinasa. Unicamente la ureasa no
es sintetizada por ninguna cepa.

Este fendn es el segundo mds euritérmico de los 18, --

pues 6 de las 7 cepas crecieron a 4°C; en cambio es el m&s

stenohalinc, éues s8lo hay crecimiento celular a 0 y 70 PPl
Desde el punto de vista nutricional los &cidos dicar--
boxilicos y grasos son los que se utilizaron en mayor esca-
la, Todas las demés“familias quimicas de compuestos fueron
utilizadas en niveles muy bajos,'lé cual exﬁress en sus ba-
jas Caéacidades Catabdlicas (excéptuando de nuevo a iosré--
cidos orgénicos)by,en susknfiuidades Asimilatrices.
» "En este . sentido es importante hacer notaf que los ami-
no&cidos, normalmente congsumidos en altos porcentajes, en -

'este fendn presentan un I M u. préxlmo a cero. pues sélo la
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histidina se aproveché, y el lactato, un hidroxi&cido cuyo
porcentaje de utilizacién fue casi siempre de 100%, en este
fenbn fue s&lo de 71%.
‘ Fendn 17:
 v'Formadd por 3 cepas del,agué, eétacién'12.

Cepés de cocos 'y pleémérficds (ﬁﬁico fehﬁh con estas -
caracteristicas) predominando?los ﬁltimos'y‘doﬁ'cblonias _—
érema-blanco‘y amarillo-verde, predominando esfas,ﬁltimas.
Las 3 'cepas son Gram negativas y todas degradan el petrdleo.

Todas‘fermenfan la glucbsa y sb6Xo -una no la oxida. Una
réduge los nitrafos v ninguna los ;itritos, péro sélo una no
ppoducg'Nitrégeno‘gaseoso en condiciones de anaerobiogis. -
Hay una produdcian de levin relativamente alta.

Al cdnt?ario-como sucedis en el fendn 16, éste es el -
m&s eurihalino, pues s8lo una de las cepas no fue capaz de
 crecér.a 180 ppm.

En los medios nutricionaleé qlbfenén mostrd uha mayor
capacidad para crécer en 4cidos dicarboxilicos y &cidos gra
808, ¥ en la ﬁaydriaAde las familias la C.C. fue mayor'que_
" en algunos de los fenones anteriores. |

Fendn 18:

Agrupa también a 3 cepag del agua: 2 de la estacibn 6 y
una‘dg la 13.

‘Este fenbn eété'compueato por una;maéoria'de bécilos’y
uné cepa pleqﬁérfica. Las 3 cgnydolonias éfema-blangd’y Gram 5

negativas; el 67% degrada petréleo,
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En esté fenén la caracteristica mis importante en cuan
to a su fisiologia es ®l tan elevado borcentaje de produc-~ -
cién_de exoenzimas. A excepcifn de la ureasa las.otras 6‘~j
probadas fueron producidas por. todas las cepas, e incluso=-=-
la uréasa exhibié su porcentaje mas elevado a lo largo de -
los 18 fenones (67%).

En otros aépectos de las pvuebaé fisiolfgicas las 3 cg
pas producen Nitr8geno gaseososo en anaerobiosis y el 33% -
‘ferménta. y oxida la glucoéa.

Nutricionalmente el fenén también es interesante pues
a exceﬁcién del glutamato, ningin otro devlos 58 compuestos
quimicos restante3 fue utilizado, dando como resultadé los
més bajos'indices de ﬁtilizacién y Capacidades Catab8licas,

- al igual que Afinidades Asimilatrices, casi siempre iguales
a cero, exceﬁto en la familia de los aminodcidds.; (A.A.=25.81)
De este.modo el gutamato se convierte eﬁ el substrato més.—

‘utilizado por las cepas integrantes de los 18 fenones.

Una relacidén de las cepas integrantes de los fenones -

- se puede enconfrar en el dendrograma y en la Tabla é, en tan
td'qué la Tabla 7 muestra los bofdéntaje; obtenidos en las
ppuebag:mopfo;sgicas‘y-fisiolﬁgicas.,La Tabla 6, correspon-

,@iente a‘pofcgnféjeg de utilizaciéh de compuestos,orgéniéos;

muestra los resultados obtenidos en pruebas nutricionales.
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4: DISCUSION

.

Antes de comenzar a discutir los resultados 6btenidos
es necesario ﬂacer ciertas consideraciones previas en cuanto
a la conformacidén geoldgica de la Spnda de Cgmpeche y las - -
éstaciones trabajadas.

De acuerdo ai tipo de sedimentO‘puedg dividirse al 4-
rea de estudioc en 2 partes. La primera de ellaé,‘situada -
. . . .
en la parte occidental, estd caracterizada por poseer sedi-
mentos .terrigenos y una fuerte influencia fluvio-lagunar o
deltdica proveniente del sistema Grijalva-Usumacinta y de -
las lagunas de Términos,‘Carmeh, quﬁona, etc. En'ellas es-
tédn situadas las estaciones 6 y 32 entre las isdbatas de 6

y 10 brazas de profundidad y cercanas a la cos%a.

En la regién oriental de la Sonda, se presentaAuna com

posicidn de sedimentos calcdreos y la influencia que se re-
cibe se tiene a través de la '"Corriente del Lazo", que pro-
viene del Mar Caribe y se interna a la Sonda de Campeche -
bordeando la Peninsula de Yucatén En_el'limite-aproxihado‘4'
de éstas dos regiones o pvoVincias se eﬁcuentra la zona de
plataformas y por lo tanto las estaciones 10, 11, 12 y 13.
. En la primera regidn 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 mas del
50% (Méchado—Navarro, gz.ii;,‘1979).k

Al examihah el conjuhtp,de pobiaciones que integran --

las commﬁdades bacterianas degradadoras de petrfleo, se ob-
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serva que existe una gran diversidad tanto morfolégica como.
~fisioldgica.
Esta diversidad en los'distintos aspectos de la . capacs

térizacién badteriana significa‘que en estas poblaciones -t

‘coexlsten muchos géneros y espec1es. Esto es. importante pai
' ra poder evaluar el 1mpacto del petrSlec en: el freea de estu
dio; En la medida en que un agente externo y nocivo’para la
ﬁgmunidad bidtica vaya auﬁgntando su presencia, sus eféétos‘
nocivos éerén‘cada vez hayores; lo cuél p;éde traducirs§-en
u;abeliminaciénfcada vez maé éonsidérable de‘especieé.

Los fésﬁltados de Lizérﬁéga-Partida‘gl- i&.(;sgs)\;n'-
:“felécién a la haja proporéién de baéterias hidrocarboﬁocl&sticas
con respecto al total de heterStrofas, 1nd1can un bajo in--
dlce de contaminacifn a causa del petréleo. Sin embargo~pu3
de afiadirse que una mavor contaminacidn por pérte‘de este -
combdétible podpiarrefléjarse en una disminucidén en el nfmg
ro . de espeéies<bacterianas; incluso hidrocarhonoclésticas,
;unqﬁe la Droporcién de estas éon rgspecfo al tqtai deihets
rétrofas aumente. Ninguna de las dos cdndiciones aquibseﬁa-
iadqélse ha cumplido para.la Sonda de Campeche.

Se puede distinguir el'gradé de homogeneidad de las --
poblaciones de una estacién o hibitat a través de la caﬁti—
Adad de cepas que entran a lo iargo de’ todos 'y cada uno-de - .
ilos 18 fenones (rig. 5) Exlsten estaCJones en las que en ;—f

general 1os grupos de bacterlas _son mas s;mllares que en

‘otpas, aunque pueda presentarse mas de un fendﬁ por habmtat s
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y estacién.

La estacibén 32 tiene 36° cepas en total ‘entre agua y -

sedimenté. Debelias solamente una ngdé por. fuera de 1os'fg
~nones. Las 35 feétéptes se pépartieron,enb7 de ellos, mayb-i
ritariaménte en el:@ N(con‘bepés ael sedimento), en elvﬁyy;
en el'il‘(con ceﬁés:del agua); Un caso similar sucéde con -
. i e

 ;;a>estaci6n 6, en la que 21 de sus 27 cepas se integrafon -
. en S de los lﬁ.fenénes, ﬁrincipalmente-en~elf7 (cepas del
agua) y en el 18 (éeﬁas del sedimento). v ‘ |

Sin emlargo .en otras estaciones.sugedié un fenéméﬁo di
.ferente; en la es?acién 12 que@érpﬂffﬁera 15 de las aque_-
paé; estas cepas no forméfdn ningdn grupo ni se integraron
a ningﬁn fendn, y en’lé estacién 11, 18 de las 30 cepas tam
poco formaron ningin gruﬁc. Es tal la héterogeneidad de las
cepas de esta estacién qﬁe resulta muy dificil ubdicar algin
grupo con ciertas caracteristicas que lo hagan diferenciarse
‘de otros., Todos estos datos pueden observarse claramente - -
en la Tabla 9.

Todo esto tiene importancia taxondmica porque se puede
extraer como conclusidén que en las estaciones 6 y'32 las bac
teﬁias hidrocarbonoclisticas, a pesar de estar en una concen
tfacian mis baja que en las estaciones del &rea de platafor-

‘mas (Lizirraga-Partida et. .al., 1982)‘pepmanecen formand&_;~
Agrﬁposiméjorléefiﬁiéqs‘que'én esta (ltima zona; en_donde . la

_heterogeneidad. es mayor, asi como su concentracidn.con res-
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K
pecto al total de héfefétrofas.

La mayor presencia de petrS8leo en la zona de platafor-
mas pudiera se la cau;ante de la heterogeneidad de lacterias
‘hidrocarbonocldsticas - en esa zona, que, sin ehbargo no esti
1o sﬁficientemente afectada como para poder observar una --
dismiﬁucién en ‘el nfimero-de especies.

No Queda’sin embargo claro si el aspecto de las in-;—-
fluenciaS‘ y cargctéristicas geoldgicas en amﬁés zonas tie-
ne alguna relevancia en la forma de agrupamiento de las cepas.

Estas consideraciones acerca de la homogeneidad de las .
.cepas tienen hasta a§ui‘un cardcter muy general qﬁé debe --

' particularizavse para los casos de cada estacién.

1: Anilisis de fenones por
estacion y habitat.

Las estaciones del drea de plataformas, como se ha se-
fialado, poseen poblaciones bacterianas mis heterogéneas, pe
/ro también tienen poblaciones bin definidas. Si consideramos
a cada fendn como una poblac1on encontraremos lo sigu;ente-
La estac1on 10, aunque en general muy dlversa y con mis del
HO%.dg Qus cepas fuera de los fenones, tiene 2 poblaciones
caracteristicas: una en el fen6n‘1 y dtfa en el 10, ambas -
ﬁara ei,agua y una tercera poblacidn de agua-sedimento en -
el fenén 5. La estacidén 13, .ambién con m&s del 90% de sus ‘
ceﬁas sin entrar éininéuno'de los feﬁones, muestra quglla -
. mayor parte de este 40% pertenec16 al agua, pues e el sedi

mento ex1sten 3 poblac1ones blen del*m1tadas en ;os fenones




TABLA 8: Predominacia de Hébitats y Estaciones
en los |18 fenones obtenidos.

ZENONES ; o HABITATS
Agua RS " sedimento
>Estac|6nlﬂ
o : .
L; Estacién 32

Estacidn - 12
Estacidn. 6 _

Estacién: 32

Estacidn 12'

Estacidn 6

Estacién 13

Fenones de Mezcla

: z-——————-————ss:acuan 6, 11, 13, 10 y 12wem—e—m Estacidn 12

» 3-—————————~—-Estactones 6 Estacién 32

Fenones con Cepas de Coleccién

[~ -]

Bacillus spp.

o

Pseudominas spp.
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12, 14 y 15, no habiendo ningin fendn que agrupara clérameg
te a las cepas del agua. Tode ello lleva aconcluir que en -
todas las estaciones, a excepcibn de la 14, existen pobla-
ciones de bactefias hidrocarbonocldsticas bien definidas y
‘con mayor diversidad en el drea de plataformas (Tabia 9}.

Existen adem&s de}estbé fenones, algunos mas qué pue-
den considerarse como "fenones de ﬁezcla", y los constitui-
dos por cefas de coleccibn. bos.fenoﬂes de mezcla ﬁueden in
d¢icar la presencia de ceﬁas con una amplia distribdbucibn, es
decir, con amplios mérgenes de adaptacién. a lasrcéndiciones
fisicoquimicas del &rea estudiada. |

El fenén 2 no puede ser,caracterizadq taxonémicamente
ken vista de que ahi confluyen bacterias provenientés de to-
das las estaciones v hébitats: con todas las formas. con to
dos los colores de cﬁlonia; Gram vositivos v Gram'nezétivos:
esﬁorulados v. no esporulados y que en conjunto presentan el
Indice Medio de‘Utilizaciénmas alto de los 18 fenones. Simi-
lares caracteristicas pﬁesenta el fendén 3, por lo cual puede
decirse lo mismo que del fenén 2. Estos fenones pueden ser--
vir como un éunto.intermedio entre las caréctefisticas del
érea de plataformas y las dél'érea cercana - a la costa.

.La integracién de Flavobacterium marinotipicum en el fe

nén .2 no implica que alguna o varias cepas salvajes de este
‘agrupamiento pertenezcan a este zénero en vista dé la: gran

‘diversidad de caracteristicas encontradas. Es posible; sin

.
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embargo, que los fenones con estas cara¢teristicas, produc-
to de una mezcla de cepas bacterianas sean mds eficientes -
en Ia‘degradacién del petrdleo como numerosos autores lo -
-han sefialado (Atlas; 1977 ; Atlas, 1981; Colwell y Walker,
1877).

Los feriones 8 y 9 estin formados principalmente por
cepas de coleccidn. En el nﬁmerbys‘estén agru}adas las ce~

pas-de Bacillus (con la excepcidn de Bacillus subtilis gque

no entré en ningln fendn y 3 cepas de la estacidén 11 (una

del agua y dos del.sedimento). Queda descartado el hecﬁc de
que dos de estas tres cépas perfenéican al génerc en cues
‘tién dado que han sido caracterizadaé coﬁo Gram hegativas.

ﬁa ﬁniéa cepa que puede ser considerada cémo.Bacillusbsp.

es la 285.

Del fenén 9, enteramente compuesto por Pseudomonas no
se éﬁede sacar mucho provecho pues no hay cepas salvajes -
insertas. No obstante, ﬁo debe descartarse la posibilidad
de encontrar cepas de Pseudomonas sp. dada su abundancia en
el medio mérinq, entre las especies de hidrocarbonocldsti-
éaé y en la Sonda’de Campeche. De ser asi se corroboraria
lo establecido por Lizédrraga-Partida (1973), con respecto
a a. la originalidad de las especicc de Pgeudomonases aisgla-
. das del medio marino con respecto a las fepmﬁﬁdas por Bucha
nan y Gibsons (1974).

“Es necesario llamar 13 étepci&nﬂsobré”el hecho de que

al:otorgérseles el mismo peso akto¢05 los caracteres, el =~




TABLA 9: Relacidn de las cepas inclufdas en Jos 18 fenones
y su localizacidn. '

Fehon Nimero de Cepas Habitat Estacién %Agua y
N ) X : Sedimento
1, 3 Cepes 183 DR . Agua 10 Agua=100 %
- : o 186 : Agua - 10 i
193 Agua 10
2, .39 Cepas- - 185 : - Agua 10 Agua~66 %
e 1877 Agua 10 Sedimento=30,80%
192 : : Agua 10 Coléccién ~2.56%
195 Agua 10
196 Agua 10 :
230 Sedimento 10
314 Agua 12
376 ’ Agua 13
425 ) Agua [
- W3k " Agua 6
hh7 Agua [
459 Agua . 6
9200 Flavobactrium marinotipicum
450 B Agua
356 : Sedimento 12
362 . Agua - 13
377 Agua 13
381 Agua 13
386 Agua 13
250 Agua 11
220 Sedimento 12
511 Sedimento - 12
246 Agua 1t
257 , . Agua 1]
, 332 . Sedimento. 12
. 283 o Agua i3
i 227 Sedimento 10 -
234 - Sedimento 10 : :
heé ) Sedimento - 13
288 Sedimento 11
466 Sedimento 6
316 Agua 12
322 - Agua 12
258 . Agua 1
280 ) Sedimento 11
- 283 Sedimento. 11
267 Agua n
265 Aqua : 1R} :

3,8 Cepas : 326 . Agua 12 Agua=75.00% -
5 . . ' 538 : . Sedimento- 32 Sedimento=25,00%




Sedinento

. 330 32
329 Agua 12
hh2 Ajua [
: Wl Agua 6
| : 375 Ayuia 13 :
fendn 4,5 Cepas 518 Sedimento 32 Sedimento 1007,
U 524 Sedimento 32
521 Sedimento 32
R 523 Sedinento 32
S 522 Sedimoniy. 32
< Fendn 5, 6 Cepas 197. Agua : 10 - Agua-50,007,
R 204 Aqua 10 Sedimento 50,009
210 Agua 10
405 Sedimento 13
235 Sedimento 10
L : 237 Sedimento 10 - :
Fendn 6, 17 Cepas 201 Agua 10 Agua=j7.00/
519 Sedimento 32 - Sedimento-22,004
525 Sedimento 32
351 Sedlmento - 12
L85 Agua 32
36k Aqua 13
500 Agua 32
483 Agtta 32
489 Agua 32
486 Agua 32
L90 Agua 32
491 Agua 32
bl Agua 32
495 Agua 32
496 Agua 32.
499 Agua 32
i o 501 Aqua 32 )
fFendn 7, 12 Cepas 391 Scdimento 13 Agua=83.337%
. . Lst Sedimento 6 Sedimento-186.67%
468 Sedimento 6 )
H63 Sedimento 6
475 Sedimento 6
458 Sedimento 6
459 Sedimasnto 6
h72 Sedimento 6
L7h Sedimento 6
488 . Agua- 32
Lhs Agua 6
540 Sedimento 32
Fendn 8, 7 Cepas 270 Agua 11 Agua = 14,00 7
299 Sedimento 11 Sedimento 29.00 %
9004 Bacillus polymyxa toleccidn 57.00 %
285 Sedimento . i
9001
9603
9006

Fendn 3, 5 Lepas

qoL2




' 9053 Pseudononas marina

9057 Pseudomonas arviila
9058 Pseudoronas putida (Pp 61}
9060 Pseudomonas putida (PpS 126)
Fendn 10, 5 Cepas [E Aqua . 10 Agua=80,00 %
o202 ASua 10 Sedimento=29.00%
203 Agua 10 )
389 Agua 13
o “hio Sedimento .13
. Fendn 11, 10 Cepas - 492 Agua 32 Agua=80,00 % o
L I 505 Agua ' 32 Sedimentor:20, 00% !
507 Agua 32 : <
<510 Agua = 32 ) ’ s : N
508 Agua 32 - BT
509 - Agua 32
512 Sedimento 32
513 Sedimento 32
) 2505 Agua 32
502 Agua 32
“Fenén 12, 2 Cepas 404 Sedimento 13 Agua=33,33%
v : : 420 Sedimento 13 Sed imento-65.66%
- . : % Agqua 32
Fenén 13, 3 Cepas 311 Agua 12 . Agua=100.00%
) - : 387 " Agua i3 s
: 327 Agtia 12 - - L :
Fendn 4, 5 Cepas 5408 Sedimento 13 Sedimento=100.00%
: - - 411 Sedimento 13 : :
409 Sedimento -~ 13
" ) . ) . 412 Sedimento - 13
413 Sedimento 13
Fenén |5, 8 Cepas 392 Sedimento 13 Agua=i2,50%

394 Sedimento 13 Sedimento=87.50%
396 Sedimento 13

397 Sedimento 13 e
399 Sedimento 13 :
400 Sedimento 13
401 Sedimento 13

. L2y Aqua 6

Fenén 16, 7 Cepas 331 Sedimento 12 Sedimento=100.00%
e L 337 Sedimento 12 .
335 Sedimento 12

350 Sedimento . 12 -
. 357 Sedimento 12
358 Sedimento 12 .
Fendn 17, 3 crpas 321 “Agua 12 Aguas100.00% . .
) : - 328 ~y0 Agua 12 B
320 Agua 12
.Fendn 18, 3 Cepas 374 Agua 13 Agua=100, 00%
o 443 Agua 6

. 1;307 Agua 6
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agrupamiento de las cepas se realizb en func¢idn de los gru-
pos de pruebas que fuéron mayoritarios. En este caso las
pruebas nUtricionale; fueron més de la mitad de las que se
“hicieron, y fud mis én funcién'de éstas que de las‘morfqlﬁé
gicag'évélgunas fisioldgicas como Gram o‘metaboiiémovde g15 
coéa ~gque en la taxonomia cl&sica tieﬁén un peso muy gfég'
de- como se llevd a cabo la agrupacién de cepas, lo .cual no
implica éue la agrupacién.se ﬁaya ilevado a cabo de‘ménera
ihcoherente o contrapuesta con las que se hacen en taxoﬂé_
“mfa clisica. '

4.2: Andl%sis Morfoldgice

Como se seﬁéla eﬁ lqs resultados, la forna general dé 
" las cepas frabaiadas fuévdé bacilos, sin embargo se encuen
tra una importantg.cantidad de pleomdrficos en varios feno
nes, lo cual hacé una diferencia con los resultados de Pfa
ender y Buckley (1980) y Buékléy y Pfaender (1980), quienes
reportan la existencia de eécos, tocobacilos y baciloé en su
poeblacidn hidrocarbdﬁociéética aislada del agua superficial
de la Sonda,de'Campeche; pero. no hacén ﬁencién é ﬂinguna
cepa u organismo de'tipo fledmérfico. »
En este estudio se encﬁentran estos organismos sobre
todo en el agua (27%) y un porcentaje menor en el seaimen-
“to (8%). Su abdndéncia'es mayor en las estaciones 12 y 10,
’émbas localizadas en elvérea de,piataformas. Su.presencia 

puede ser éxplicada en funcidén de la’ etapa del.ciclo de vi-. -
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da en que las cepas fueron observadas. Asimismo,ven condi‘
l_xciones de;niveleslbajos de-0xigeno algunos géneros como .
 Mofaxella (qﬁe segﬁﬁrlos autores antes sefialados inerementd .
,1sﬁféoncentrécién‘ai‘auweﬁfar'lafprésehgia dé §etr6leoL

exhlb en- pleomorflsmo.vv

La cantidad de cocos y de esplrales es dema81ado pe-.' -

0
'queﬁa y no se con51dera representatlva de1 conjunto de la"

'poblaC1on h1drocarbonoclas1ca.
~ Es. de. hacerse notar- que en el agua huho una mayor di-.
'ver31dad morfologlca y ‘en -el color ‘de; 1la cclonla. Ademés,
flas cepasGram negatlvas predomlnaron de manera ‘mucho més’
?amplla que en el cedlmento. De 1gual*modo se presentaron
en el agua porcenta;es mis ba]os de esporulados y fermen-
‘:tadores de glucosa, lo cual indirectamente podria estar
apoyando - la idea de Liz8rraga~Partida ¥y Bianchi (1978);
en 2l sentido de encontrar una menor cantidad de bacterias
éon flagelécién poiar'en'el agua qué-eh~el sedimento, aun-
‘que la céntidad de ferméntadbres es muy. alta en cohparaci6n:‘
con los datos de Leifson et. gi;(1964); con poblaciones
héterétrofas. v
La preséncia y el aumento en cantidad de poblaciones

" hidrocarbonoclésticas de Vibrio sp. (organismos fermentado

“res de.glucosa) (Buckley y Pfaender, 1980) eé‘uh1ha11azgo
" ‘que debe de tomarse en cuenta en funcidén de la patogenici-

‘Qad1dé,esté»génefo‘sohne el hombre y muchas especies de .
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organismos de importancia comercial, y que la explotacidn

vy contaminacidn petrolera estin ayudando a proliferar.

4.3: AnSlisis del Metabolismo Respiratorio

”'ﬁﬁ,casi todos los fenones se lleva a‘cabo un pfdéésofde
deni;rifiéaci&n con mayorrefiéiencia en'éondiciongé;
dé éﬁgércbiosis; En este éroceso los nitrafoé'sirven como
una .via alternatiua’ai Oxigenoupéra la captacién de eleéé
trones 'y la ppqdﬁcgién de ATP. En:ccndigionés’aerobias‘la;;
Vreducciéh de nit?ifos esté restringida‘é un»nﬁmero~peqﬁe-

flo-de cepas, pero la de nitratos es mayor. . Este proceso

sg,ileva a tibo en géneros bacterianos cemo Moraxella, Ba-~

" eillus; Pseudoﬁohas\y oﬁﬁos;(Broqk 1979);3
3n‘especial iés,estaéionésrlo y 12 son‘quienes«mostri:

ron con mayof claridéd ésté fénémeno, al igual.que en el
sedimenfo de laréz; En la e;tacién ia es menos élara la
existencia de'gstés rut§$ metébélicas_y una poblacidn, la .
"delUfeﬁdp 12 es inciuso‘incapaz de reducir los hitratog en
gérébiosis3

Los procesos.de denitrificacidn bacteriana, en la-can—.
tidadneﬁ.la que se llevan a cabo en la Sond; de Campechév
podriaﬂ ser en'pafte respénsablés de la bajé ﬁantidad‘de
nitraios, nutrientes indisfen?ables en la optimizacian de
la actzv;dad hzdrocarbonocW*stlca.

“El carécter anaeroblo facultatlvo de la mayoria de las

.cepas a lo largo de los fenones queda reaflrmado al ohser-_
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var que en 15 de ellﬁs la glucosa se puede degradar en con

diciones tanto aerobias como anaerobias. E1 Gnico agrupa-

miento formado por cepas probébiemente aenofolérantes es
el 13 tanto por su compprtamiento exclusivéménte fermenta_

. tivo como por su nula capacidad de veduccidn de nitratos y

nitritos en aerobiosis. Los fenomes 10 v 12 son ﬁnicamén-'
te fermentadbres‘pefb reducen nitratos y %iﬁnifos en aerq-"
: bioéis. 7 o
: La via EntneféDoudoroff podria ser el‘ppincipal pro-
- ceso por medio del cual la glucosa es oxidada'aerébicamen-
te, al‘ménbs’yara quas aquellas~c€§as de‘PSeﬁdomonas'y gé‘
= herds'feiééiohadOS’(Sokafch, 1969), aunqﬁe ne pueden'ées—
‘éarfafse la via oxidativa de las penfoSas ©.la via Embden-
fMeyérhoff. '
ﬁunfando fenones. representativos de las estaciones.
se ve que las poblaciones son muy diferentes en este ren-
glon de 1a fermentacién—oxidaéién de glucdsé. Lé estacidn
10 tiene tres fenones en el agua que son: uno mis oxidati;
‘vdique fermentativo, otro a la inversa y uno més en el que
e; 100% de las cepas oxidan y fermentan glucosa. Sin embagr
go las poblaciones integrantes de los fenones del sedimen-
Tto;kestaéiﬁn 13 son preferentemente fermentativos al igual
' que los del agua, estacidn 12, en donde se encuentra‘el

fendn i3, probablemente de organismos aerotolerantes. En .

la estacidn 32 el metabolismo es m&x bien oxidativo tanto

“en el agua cémo en.el sédimento. |
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Estas d;ferencias en el metabolismo de la glucosa ~~
dicen mucho acerca de la heterogeneldad existente en las dis
tintas estaciones y hdbitats trabajados.

La conclusidén que se extrae & través de los resulta-
f“dos del metabolismo del Nitrégeno (reduccidn de hitratds
:y nitritos en aerobiosis 'y produécian de Nitragehovgaseoé
so en anaerob1051s) y del metaboll¢mo de la glucosa (ox1da-
cidn y fermentaclon) gs .que en su mayoria la poblaclén bac5
k terlana degradadora de petréleo de la Sonda de Campeche es-vil:f:‘
:a compuenta por organlsmos anaerobios facultatlvos. Log « -
organismos éStﬁfcfaméﬁte aerobios‘forman la minoria de esta.

'1§oblaci6n.

~§.4::Anélisis de la Degradacidén del Petrdleo
El hecho de que el Bu%:de las cepaé fuera capaéfdekde;,

‘ gradar.e1'petr6l§b  es‘un dafo importante porgque se;demues-’7~?
tra que en presencla ‘de este combuétlble una: comunldad bac
;eriana ser& seleccionada para vivir no finicamente en fun--
 ci6n de la capac1dad-que'tenga para descomponerlo, slno ade
. més por su'caPACidad para-obtener éus fuentes de Carbono y
b‘éhérgia a partlr de los productos de excrecidn y degrada=-
cidén del crudo por parte de las bacterlas hldrocarhonocl&s)
°tiéas, ;as cuales constituirian otra parte de la comunidad
'y establecen el iniciq de unavpéqueﬁa cadena tréfica. Tam-
biéﬁ es factible:qge algunas cepés puédan.perder‘la capa-

‘eidad hidrocarbonocldstica debido a. mutaciones y cambios == 1
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gehotipicos.

En las‘estéciones'12 y 13 la degradacidn del petrdleo
fue  :llevada a cabo por un porcéntaje mas alto‘de cepas en
el agﬁa que envel'sedimenfo; esto no es una‘caracteriética_

‘genefalézéda,vpues sé encuentra el Caso-en;él qﬁé' la situi
”ciéh?gé' a la inversa, como.en las éstaciongs é y 13, én.lés
'kdué»el'sedimeﬁto muestra un borcentaje deyaeg¥édéci6n muy =
alto} Esto es una’évidenqiakde que a pééér,de las:diferen-;'
ciaé qué pnedan eneontrarse entre las‘cohunidades del agua-
yrdel,sedimentp,:la degr;daciéh del petrdleo ccuriié de ma-
’heﬁa’s;mj;arVen ambos hébitats. o | k
Vcémo se observd en- los :esultadoég la mayofia de los
fenoﬂés‘presehta,porcenfajéé de degradaéién muy‘parecidos -
(en 13‘de losyla fenonesAlos porcentajeé dé dégradacian van,
del 80 al 100% y en 16 de los 18 van- del 60 al 100%) y fe
nones‘de estaciones sometidas a condiciones fisicas, quimi
cas 'y biolégicés muy diétihfas entre s1 presentaron pofcen—
tajes dévdegradacién cési‘idénticos, por,ejempio lés fenones
6 cdﬁkél .13 y el 7 con el 17. Esto significé QUe los por;
‘cenfajés dé bacterias.que deéradaron el crudo pueden ser -
altos o bajos 1ndepend1entemente de la estacidn o h&bitat al
que_pertenezcan.
-  Saivo en 4 de las 58 cepas que no degradaron el petro-
:‘leo;?ndies posible atrlbuir esta falta de degradac1on a 1a
‘.presencla de cepas esporuladas'qge»pudlerap pes;st1r<las coifA

dlciones hostlles. Estas 4 excepciones son cepas. pertene--
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cientes. al sedimento de las estaciones 10 y 11,

Se sugiefeJQuekpara obsefvar los efectos gue estos pe-
riodos‘de soméfiﬁiénfo‘a nutricidn _por petréieo tienen ‘en -
las bacterlas, se. lleven a cabo experlmentos con mezclés de
cepas‘de uana o .varias estac1ones a fln de observar probables-
cambios en las- tasas de dgradacxon; ‘ 2

Bl estud}o de estas tasas de'degradacian es uﬁa‘consg
cuencia imporfante e inmediata del éstudio de-la-estructura

poblacionél baqteriana. Sdlo Afias gip 31.,(1§80) y Atla$[¥
(1981) han llevado a cabo eétos‘estudibs en la Sonda de Cag
peche pero ‘trabajando ﬁnlcamente con poblac1ones del agua -
de regiones muy cercanas al derrame del pozo IXTOC 1. Sus -
estudios han indicado bajas tasas de degradacién . por paﬁte~
de laé bacterias‘hidrocarbonocl%sticas, atribuyéndosele es-
to a la falta de nutrientes. Sin embargo en ﬁinguno de los
estudios mencionados se ha medido la concentracidn de ni-
ftratos'ﬁi‘de fdsfatos;’ademéé, se ha seﬁalado’que en una -~
’region como la que se ha estudiado en el caso del derrame ;
de este pozo, dlversos factores flSICOS como las altas tem-
pératuras, la alta actividad metabdlica de los organismos -
que:alli viven , lg eVaporaéién', la oxidacidn fotoquimica,
etec, son factores que juegan un pabel imporfante en la eli= -
mingcién‘réirgmbéién del pétvéigo' Vﬁel §re§ del‘derrahé‘-;
(Bofelldlypédfp; 1991). El<estudio_aeliés‘tasas de degbéda-"

"ci6n es un. elemento indispensable para completar el anflisis -
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y caracterizacidn de las poblaciones microbianas degfadado-
ras de petréleo; sobre todo en‘los lugares cercanos . a la cos -
ta,’éomo son las estaciones 6 y 32, en las que los efectos
dex petroleo podrian ser m§s n001vos y en donde no se ha =~
'lhecho nlngﬁn traba]o de esta naturaleza con poblac1ones béc

terlanas.

4.,5: Andlilsis de la Produccidn
de Exoenzimas

‘Tres tlpos de pruebas 1nd1can una mayor capacxdad de‘

'las cepas del agua que las del sedlmento para consumip ma=~-
ter;a org§n1ca; Primero unos porcentajes liggramente supe—fﬁ
riorgs en ias tfes pruebas de pfototrofia, en segundo lugarv
una mayof,capacidad para el consuﬁo»de suhstratqs orgénicos

(lo cual se analizard posteriormente) y finalmente una ma--

yor frecuenc1a de producc1on de B de las 7 exoenzimas pro-

badas. am;lasa,»twgen 80, ureasa y oxidasa.

Esfa mayor frecuencia de produccién en el agua es par-
ticulérmente importante y'clara en los casos de los fenones’
10,.-17 v 18. Algunos fenones con cepés'predominantemente -
del sédimento'tienen una. produccidn regular de exoenzimas -
(fenones 7‘y 18). Las estaciones com mayor produccién de -~
estas‘subsfancias son la 12 y la 6, mostrando que, al igual
‘que ‘en la degradaclon del petroleo, la frecuencia de produc‘
‘c16n de exoen21mas no esté determlnada ni. 1nfluen01ada por
bla reglon de la Sonda de Campeche en la que las poblaciones

: bacterianas se encuentnen;
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El hecho de que sea el ;gua donde se presenta este in
dice mis eleyado gé pugde ex#licar en funcibn de que en la
€poca .de mueétreo una grén'cantidad de los’viéntps gb;oci_
dos como "Nortes"'esquieroh soplando sobre'la regibén. Es-
1tos vientos Produjéron obviamente mafejadas y a .su vez una
remocidén de los sedimentos, -lugares en los que normalmente

se encuentra la mayor concentracidén de organismos produc-

tores de exoenzimas.

4.6: Andlisis de Pruebas Nutricionales .-

Salvo excepciones eliésquema general de utilizaciéﬁ de
éompﬁestos orgénicos como fuente de €arbono y energia fué
'mayor>en las familias de &cidos orgénicos, aminodcidos, y
dcidos grasos, teniendo los carbohidratos con Indices Me-
dios de Utilizacidn regulares y bajos en los casos de alco
holes y compuestos aminados, lo cual se puede observar cla
ramente en la Téblé.s.

La Afinidad Asimilétriz tuvo valores muy diferentes
de un fendn a otro. Los fenones Que m8s substratos consu-
miéron, asi como los que no‘consumienron casi ninguno fue-~
ron ldégicamente los que tuvieron unha A.A. menor. Tales son
klos casos de los fenones 2y 18; el primero por haber con-
sumido todos los substratos excepto. el pelargonato y el se
gundb p;ﬁ no cOnsumir més’que el glutamato. Para todos
los démés fenones la variac&én en el valor de la A.A. dépeg

.

cid no sblo del porcentaje_de‘utilizacién de los subStfatos
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por las cepas, sino ‘ademis, del nGmero de cepas por fendn
analizado y del nfimero de substratos por cada familia gqui-
mica.

" Los &cidos orgénicos, carbohidratos y compuestos a-

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

grupos como dcidos grasos y dicarboxilicos. 'En los carbo-
hidratos‘hay que atribufrlo a una utilizagidn' muy uniforme
de los 14 substrdtos probados para esta familia. En ellos
el IT.M.U., esté siemprebmuy éercano a los porcentajes de
consumo para cada uno de los substratos y la A.A. por tan-
to, es generaimehte baja,'coﬁo en Lo; fenones 2, 3, 11, 13
y 16.

Por pafte.de los dcidos orginicos la A.A. baja es pro
ducto de los casi siempre altos porcehtajes de consumo. de
los tres substratos  empleados, aunque aqui la minima
‘variacibn produce ug brusco cambio en el valor de la A.A.
éomo en el caso de los fenones 12 y 17. La baja cantidad
‘de cepas utilizadéras,de compuestos aminados es el factor
determinante de 1a'baja A.A. como en los fenones 1, 14, 15°
16, 17 y-18.

En los casos de 4cidos dicarboxilicos y 8dcidos grasos
hay una ALA. muy grande que muestra que los substratos son 
Vconsumados ‘en porcentajes muy dlfepentes entre si. En los
v591dos”grasos se encuentra el ‘Gnico compuesto no utilizado

por ninguna cepa salvaje: el pelargonate, asi como el ace-
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tato, que en cambio fué& utilizado por el 91% de las cepas
salvajes. "En los &cidos dicarboxfilicos se encuentra el oxa
lato, cuyo porcentaje de utilizacifn mds alto fué& en el fe_'
nén 2 (44%) y que en 13 fenones fué 'de 0%; y el succinato,
que eﬁ el fendn 18 tuvo un porcentaje de crecimiento iguél

a cero y en todos los demis de 100% a excepcién del fendn 8.
En estos casod las Afinidades Asimilatvices son siempre muy
altas debido a tan altas fluctuaciones en los porcentajes

de utilizaci63,>ademés de que el nfimero de substratos e&

muy bajo.

En los grupos de alcoholes‘y aminoScidos se presenta
una éituaciﬁn intermedia en la cual hay una A.A. alta ﬁero
que no llega a alcanzar los valores de los grupos anterio-~
res y sin embargo la diferencia entre la utilizacibn de
substratos es de consideracién.

En las estaciones 6 y 32, en la zona costera, el con-
sumo de substratos fué& menor para el agua que para el sedi-
mento; esto es especialmente clafo'en el fenbén 18, del agua,
"estacidén 6. . En caﬁbia.en 1as‘estéciones del drea de plata
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 1a.estaci6n 12 (fenones 13
y 17) y el del sedimento de la misma estacifn (fenbn 16). -
Paréialmente se observa esta situacidn en los fenones 12,

14 y. 15, del sedimento, estacién 13 y en el 2,icon ciertég

presencia de las estaciomes 10, 11, 12 y 13 en- el agua.
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La Capacidad Catabdlica (C.C.) es consecuencia directa
del Indice Medio de Utilizacidn. En este sentido puede lle-~
’gar a compartir muchas de las caracteristicas de este Gltimo.
El valor de la C.(C. es menor emn los fenones corresﬁondientes
al agua de estaciones de la zona costera gque en aquellos --
correspondientes al sedimento de aquella regién. Esta situa-
cidén se invierte, al iguél que en .el I.M.U.,;; las estacio--
nes del 4rea de blataformas.

Es'probéble que en ésﬁos puntos sefialadds (C.C. e I.M.U.),
la natusraleza del sedimento marino éea uno de ios principales
facfores que afecten el concuno de Eatefia orgénica. En los
sedimentos calcdreos existe menos cantidad de materia orgéni
ca que en los terrigenos. En estos filtimos se deposita el --
grueso de la materia orgénica por parte de los rios y lagunas
que desembocan en la regidén, lo cual pddria propiciar este al
to indice de substratos orgdnicos consumidos, que en el agua
existen en cantidades menores probablemente. Para la zona de
plataformas la situacién es distinta pues no es tan determi-
‘nante 1la influencia que los rios tienen ahi. La "Corriente
del Lazo", en cambioc, podria estar dando un mayor aporte de
compuestos orgdnicos, aprovechables preferentemente por los
microorganismos que viven en el agua. Por otro lado, esta zo-
‘na - tiene 1oca1izados,;os sedimentos a una profundidad que -

va de veinte a cuarenta brazas (como ya se ha visto) coitra
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6 a.10 brazas en la regién costera, y esto influye también
en la concentracién de consumo de materia orgénica, pues la
productividad decrece conforme aumenta la profundiddd.
Muyitiples factores mids pueden converger para determi-

nar la cantidad y el tipo de éubstratos orgdnicos utiliza—
 dQ8‘éOr las bacterias: la temﬁératura, salidnidad, oxfgeho
disuelto, la naturaleza misma de la cumunidad bacteriana,
microbiana eﬁ.general y de todo el ecosistema, determinan
de una forma o de otra el modo en e; gue las bacterias hi-
_drocarbonoclésticas de la Sonda de Campeche aprovechan pa-
ra su nutricidén-a la materia orgénica. - La forma precisa
~en qﬁe éstos .y otros pérémetros inflluyen en>1a nutricidn de
" estas bacterias es un problema complejo con perspectivas en
futuras inveétigaciones.

Una cosa puede inferirse sin embargo: la capacidad de
&stos fenones bacterianos para utilizar compuestos Argéni—
cos como fuente de Carbono y energia no estd relacionada en
forma coherente con su capacidad para degradar el petrSleo.
Por 1ofgeneral se encuentran fenbnes con un porcentaje de
degradacidn superior al de los Indices Medios de Utiliza-<
cibn y €@apacidades Catabdlicas, 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
laé pruebas nutricionales . con las de dggrédaci&n del pe- 

‘vtraleo,-
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4.7: Coclisideraciones Finales

El estudio realizado condujo a hacer una caracteriza-
cidn de las poblaciones bacterianas hidrocarbomoclisticas
- existentes en la Sonda de Campeche en los iltimos dias del
"“derrame del poio IXTOC 1. E1 hecho de que no sé haya podi-
,do‘identificar el género y especie de cas’i ni;guna de las
:208 cepas salvajes (a~excepci6n de la 285, identificada co- .
mo Bacillus sp.) no ha sido un obstédculo para su caracteri-
zacidn. = Se demuestra asi que no es neéesario asignarle por
‘"fuerza un nombre a una cepa bacterféna para poder traﬁajar
con ella, caracterizdndola y estudiando su papel en el eco
sistema. ‘A lo largo de 1la historia de la taxonomia bacte-
riana se han cometido graves errores a causa de esta obse~
sidén por ésignar nombres e inventar nuevas especies al ob-
servar la minima diferemncia entre cepas bacterianas.

Sin émbapgo se sugiere'que4en el futuro se lleven a ca
bo investigaciones con estas poblaciones bacterianas para
poder llegar a una identificacién total. Esto se logrard
al medir los porcentajes de Guanina-Citosina y realizar ex
perimentos de hibridacidn de dcidos nucleicos.

Las poblaciones bacterianas, como cualesquier; otras
en la bidsfera, van cambiando su estructura con el paso del
.tiemﬁowlzs probable que desde 1la época‘del crucero OPLAC‘II‘

hasta la fecha, las poblaciones bacterianas en general y
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las hidrocarbonoclfisticas en particularvhayan sufrido cambios
de naturaleza muy diversa y que de uno u otro modo estén afec
tando al ecosistema en que viven.

Un problema que se presentd en todos los aspectos del es
tudio de la ecologia de la Sonda gde Campeche para poder eva-
luarrno s6lo el impacto del derrame del iXTOC‘i; sino también
‘el de 1a‘presenciabcontinua de petr&lgo fué la ausencia de un
continuo moniforeo eﬁ el &rea, que permita ir observando los
gambios'que se producen en el ecosistema,‘por.lo cual se su=-
‘giére que ée ileve a cabo este muestreo permanente, en espe-
cial para los aspectos de la ecologia microbiana del &rea.

Este estudio no ha_pretendido llegar al conccimiento pro
‘fundo del c¢dmo 'y por qué de todos los aspectos concernientes

a la estructura de las comunidades bacterianas hidrocarbono-
clasticas. ' Su caracterizacidédn y la observacidn de ciertas
causas y efectos que el petrdleo tiene soﬁre estas comunida-
des es una parte @inima pero indispensable en nuestro conoci-
‘miento-de la ecologia bacteriana de la Sonda de'Campeche, a
‘réiz de la cual se abren nuevas interrogantes qgg{§e'aﬁaden
a las ya'existentes. La influencia de los‘facto;éélgeblégi-
cos, meteoroldgicos y fisicos en general, asi como de facto-
res quimicos y bioldgicos; el papel jugado por los dispersan
tes en el combate contra la contaminaciSn y su afectacidn
sobre las-~poblaciones bacterianas, los efectos secundarios
vque estos organismos devoradores de petrGleoktienen sobre el

“ecosistema y muchas otras cuestiones mis deber&n ser el mo-
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tivo de futuras investigaciones.

Finalmente, es necesario hacer la consideracibn de que
esfe tipo de estudios; como todos los realizadosben M&xico
y otras partes del mundo tanto por czentif;cos nacionales y
extranjeros con motivo de los derrames: masivos de petréleo
hap tenido un motive central que en filtima instancia es: en
cénérar las. condiciones 6ptim5§ para continuar adelante con
S la e#ﬁlotaci&n petrolera.  Pero esta explotaci§n ha =sido
ilévada a cabo dé una manera desenfrenada y anirquica en to
do el mundo, sin excluir a Mé&xico. Los resultados han aido
nggafivoé en més de un séntido;, el éaso de 1a leve, pero
perCeétible alteracifn de las comunidades bacterianas es uw
‘na evidencia de lo dicho y una advertencia para 1lo que'en
el futuro éuede éonvertirse en un ﬁroblema'ecolﬁgico mucho

m8s serio y cuya solucidn no es otra sino la de detener to-

da:infitil y excesiva explotacién petrolera.




A'P ENDTICTE

' 'DESCRIPCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO ¥
. METODOLOGIA DE LAS PRUEBAS

NUTRICIONALES Y FISIOLOGICAS.




-82-

Agua de Mar Sintética de Acuerdo con 21 Mé&todo de Lyman 'y
Fleming (1940). :

:NaCI.f................,.........1.175lKg,
:ﬂQCIZ......;.;..;......l..}....zue.Oo gf: ,_,‘ 
Naésog; ............. eeeren....195.00 gv.
'Caé;é.,.........{ ............... 30,00 Lr.
KCl...o... e Ceereeeiiie....33.00 gr.
NaHCO . .ol .n. et se.. 9.60 gr.

KB asaesesasonisonsanassavosasnss B.80 go.

HaBOS......;)....5....-.....1... 1.3¢0 gr.

SrCY, 6H, 0. . i reuatenreinnaren. 1.20 gr.
RaF..ooeiiionotinonenans cheesena 0.15 gr.
NH,Clewvenarnnnns eieeieeeee...236.00 gr.

KH2PO“............-.-;.-.......- 4.50 gr.

CAgua Destilada@.ec.ceccecemceeaecena=20.00 1.

" Medio de Cultivo Tipo 2216 E
(Oppenheimer-Zobell, 1952)

Bacéo-?eptona (Difco).vvev .. 5 gr. .
VExiracto de Levadura (Difco)... 1 ér.
Cloruiro Fe8rrico..ccecscciccccnses 1 ml.
Agua Destilada.,....w...}..,}.7890;90 mL.

o Agﬁa'de Mar Sintética,..{....;;200.Qp¢ﬁl."  "
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Ajustar pH = 7.5-7.6
Agar BacteriolbgicO.ie.ececeseesal5.00 gr.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos y ser=

vir en cajas de Petri.

PRUEBAS NUTRICIONALES

Medio Base:

"réc13.‘~........v..........-..... 1 mi.
Tris Buffer HCl.............. 10 ml.
Agua de Mér Sintéticaciece... 200 ml.
"Agua‘Deétilada.....;......... 800 ml.
pH = 7.5 - 7.6 '

Agar Bacteriol8gico....-...... 15 gr.

Método:.

‘31 medio base se esteriliza a 121°c¢ duranée 20.minutos.
“Por otro lado el substrato se diluye en agua destilada y a -
la dilucién ée le ajusta el pH a 7.5-7.6. Salvo las excepcio
'nes indicadas en la Tabla 3, en la cual se indican también ~-
las cantidades: de cada substrato por litro de medio base, se
esteriliza por filtracidén y se inocula en las frascos gque con
tienen este médio.‘El medio de cultivo ya completo se sirve «
en cajés dg Petri.

Las cepas se siembran con el mé&todo del replicador semiw
kahtom&tico y se dejan crecer ‘durante 15 dias. Al término de - -
 este lapso se observa su crecxmlento comparéndolo con ‘el de -

-un: testigo en, el que no existe ningf(n substnato, sélo medlo
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base. Los resultados se consideran positivos si hay un cre-
cimiento mayor que en el testigo y negativos si el crecimien-

&
to es igual o menor que en aquel.

+ GELATINASA (Frazier, 1926)

Medid de Cultivo:

T Agar Nutritivo...ievewiiesscsreanesas 23 gra
BELATINA Y cei . iceraereteriaeeeararaees 4 @D,
,Aguafde Mar Sintética..ievrvsraareasaeal00 ml,

‘Agua Destilada..........e.weeea....800 ml.

o

pH = 7.5 - 7.6
“‘;Métodoé
Se sirve en cajas de Petri y se siembraﬁ‘lae ceﬁas con el
‘repiicadorisemiautom&tico. Al cabo de 52'y 96 horas se recubre
la ﬁlaca;con cloruro merciirico preparado de la_siguieﬁte mane
ra:
Cloruro Merclirico.....ccnveuveseocea. 15 gr;
HCL CONCEnTrado .. eeeonesnansarennnnn 26 ml.

Agua Destilada...ieceeescsaneceasnasr100 ml.

La prueba tiene por objeto ver si la cepa en cuestidn es
capaz de hidrolizar la gelatina, por lo tanto, para ver si la

prueba es positiva o negativa se observard lo siguiente:

Geléfina‘no HidPOlizada.wy.;;..;i.;u}InEPte

: Gelat1na Hldrollzada.................Halo claro alre
¢ ‘dedor -de las .
co;onias.
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- TWEEN 80 (Sierra, 1957)

Medio de Cultivo:

. Agar Nutritivo......... cetreresesuaa. 23:gP,
L TWMEEN BO.ceiannteuriioraes senoseaaos 10 mL.
khgua de Mar SIintBLica.cee.i eieoss oas..200 ml.

Agua Destilada......... tetr erassaes.s800 Ml

‘Mé&todo:

Se sirve en cajas de Petri después . de habér esteriii; 
zado 'a 121°C por 20 minutos. Al cabo de 72 y 96 Hbras,se ;
dbsefvan‘las coionias formadas, si se forma un halo biénéb -
alrededor de ellas esto signufica gque hubo una depositacién de-
eristales de Ca y por tanto lavprueba es positiva, en casa —-——-

contrario es negativa.

ADNasa (Jeffries et. al., 1957)
Nedio de Cultivo:
Agar'éara prueba de ADNasa (Difco).... 42 gp.
Agua de Mar Sintética......-..........206 ni.
. Agua Destilada...... e ebeteeitaes..800 ML,
pH = 7.5 - 7.6
VMétédQ:‘
‘KSé estefiliza a 121°C duv ante 20 minutos, se sirve eﬁ cgﬂl
',jésvdeﬂPetri el medio ya estéril & se siembran las éeﬁéé._Al‘
.cgpo_de 72y 96 horas se recubren[éon una solucidn 1 N de &--
2éié§ clonhi&riéo. La.pruéba sirye para detectar la ppésgﬁdia 

'~ o ausencia de ADNasa y en caso de ser positiva se farmard un-
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halo blanco alrededor de la colonia, lo que no sucederd en -

caso de ser negativa.

" UREASA (Roland et.al. 1947)
Medio de Cultive:
KHpPOy oo iieie i ieiiiieianieceaeeaes 1 gr
’K2HP04... ....... B T 3
NGCL . e eeteeareeaasasoeaasaaanneenaasa. .5 @D,

UP@@. o vseecesoanenseenncreassasnansss 20 gr,

‘Alcohol 96% .. ..t ieiiieniinerassnsnas 10 ml,-

quo Fenol 1%............:;.....;....0.25 ml.
Agua Destilada@....evesaccessosnonescns ’1 it.l
pH =6.7
Método:

Se esteriliza por filtracibn y se sirve en frascos de
5 ml. se agrega una suspensién bacteriana muy concentrada -
(aproximadamente 0.5 ml. por 2 ml. de-medio de cgltivo) y se
deja reposar éor una hora a 37°C. Si la cepa contiene la exé
enzima ureasa, el color del liquido virard de rojo a morado,
si por el contrario la reaccidén es negativa, el liquido per-
manecerd en su color :.original. Se hace una segunda lectura
a las 24 horas.
7 CATALASA
‘M&todo:
‘La presencia de eéta'gxoénzima_sé detecta,faéﬁlmenfe'~

al‘agregar unas cuantas gotas de perdxido. de hidrégeno



-87 -~

sobre la colonia bacteriana. Si la enzima esti nrésente des-
doblard el ner8Sxido de HidrSreno en acua v Oxigend. La p£e~~'
senéia‘de pequefias burbujas indica una respuesta positiva, -
'si no hay tql,‘la respuesfa es negativa. 7
-_'-oxmAsA' (Kovacs, 1956)
Mé&todo: o »
Se toma una asada de una colonia bécteriana-con un asa .
"Tde platino y se ésparce sobre una sqperficie.de“papel mojad§ .
“con Réactivo de Kovacs. Si el color de la colonia ée torné’-
'morad64ia prueba es_ﬁositiva; si ﬂo cambiavsg;color, es'negi

tiva.

PROTOTROFIA (Marty, 1978)

Medio de Cultivo:

ACELALO.creveraroerasansnrneracesomane 3 gr.

SuccinatO. e iceccoetncanoccesecncecases 1 gno

,L—Prolina...;;......................3.0.5 gr.
Gliceriﬁa.........+....;...........;.."1‘gr..‘
Piruvato..........:.....}......,....Q. 1 gr..
Bécto—Agaf (Difco).;.........;......;.‘10 gr.

 'Agua de Mar Sint&ticA...eeeeeesesces..200 ml.

" Agua Destilada.............;:..:...‘.;QQO ml.-

pH = 7.5 o

s Tpis Buffer.;.....;.......;l......s.;,710 ml.

‘fb’kﬁéf;do}
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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 automitico y al igual que én.las'prﬁebas nutricio
nales, la lectura se hace comparando con un téstigo id&ntico

vvalvpreﬁarado‘parévaquellas pruebaé. Si la pruebé es positiva
se infiere que la cepa én cuéstiﬁn puéde crec?er a expensas

“‘de substratos orgdnicos y sin,necesidad d; factores de éreci
-mientoi - si es negativa se infierevque la cepa requeriri de

estos factores.

PROTOTROFIA MAS VITAMINAS (Marty, 1978)

- Al med10 de cultivo anterior se le agrega el si-.
A . ' gulente stock de vitaminas: -

Vifamina B 12ucecesaccavosemennaannaseacs 0.5 mE.
BIotiNG.eeeeeueerossosansnsceroncnaens 5.0 mg;
Acido F6liCO.ccesvsovatassscsansenseases S50 mg.
Acido p-Aminobenzoico....c.civccuesss.-. 50 mg.
PiridoXina.ccessrsessocssccscanesersnnes 50 mg
Riﬁdflavina (B 2)eeicincicasioansannaass 50 mg.
Tiamina...........f.-.............;..;. 50 mg.
iTiouréA;.............................t.‘50 mg.i
?antotenato de €alcCio..eeevesrvsnanenaa500 mg.
'Meac-Inositol................;.........500 mng.
Agua Destilada...ecesessorueareecanssnsa 11T,
' - Héfodor

. Se sigue exactamente igual dque para la prueba anterior. ..
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Las cepas que no obtuvieron crecimiento en aquella y siI lo
obtuvieron ahora se infiere aue necesitan vitaminas como fac
tores de crecimiento. La concentracién de vitaminas en el -

medio debe ser de 2ml/it.

PROTOTROFIA MAS VITAMINAS MAS AMINOACIDOS (Marty, 1978)

A todo lo preparado anteriormente se agregan 0.050 gr/1t

de cada uno de los siguientes amino&cidos:

vL-ciéteina L-Asparagina L-Arginina
L-Alanina L-Glutamato Leucina
iL-Prolina : L-Aspartato ‘ Glicina
Lisina L-~Metionina
M&todo: .

El mismo de las dos pruebas precedentes. Un resultado
positivo indicard la necesidad de aminodcidos por parte de - .
las cemnas vnara crecer.

.ACUMULACION DE PHB
{Stanier et. al., 1966)

Medio de Cultivo::

DL B-Hidroxibutirato...cevsi cscevsesaecse 2 ml.

(NH,),80, . continiinunnieneininennnn. 0.1 gr.

‘NaQHPoq............-...-.......u,...,..ia gr.

KH PO, tovvaeneanrnnsninnenseunseneescou5 gro
FECly.veneennnnmrnronsaveascoenssasaa.0,5 ml.
“NBCLueusosaseaernnscrssvensosonansrses 10 goo

Succinato de Sodio......cvviertrennaas. 1 gr..

Agua Destiladace. eeenseniesineeseoss 800 MLy
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Método:

“E1 ﬁedio ya preparado se reéarte en los frascos de S
ml. akiazén de 2 ml. por frasco. Se inocula una cepa distin-
ta en‘cada.uno de ellos y se deja crecer en el medio durante
8.0 10 dias, al cabo de los cuales se observan las cepas -

.

al microscopio de contraste de fases. §i existe acumulac ién
de poli-beta-hidprexibutirato, las células se observarin con

una serie de inclusiones de color mas obscuro gque el resto -

del citoplasma. - .

.

PRODUCCION DE LEVAN (Fuchs, '1956)

Medio de Cultivo:

Agar NULPEITIiVO . et o vavenenacenncnnnanes 237grf
Sacarosa........................r..... 40O gr.
Agua de Mar SintétiCa@eececceccecsseess200 ml.
Agua_Destilada........................800 ml.

pH = 7.5

" M&todo: .

Se esteriliza a 110°C por espacio de 45 minutos y se
sirve en éajas de Petri el medio estéril. Se sjembran las ce-
pas por’el método del replicador semi autom&tico; La produc-
- ¢i6n del polisacirido Levin se aprecia en cuantb la céioﬁia

tiene un aspecto viscoso.
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'VARIACION‘DB’TEHPERATURAS
Método: '
Se sirve el medio 2216 E (Oppenheimer-Zobell, 1952} en
cajas de Petri y se 51embran con el replicador semi automa-
tico. Se observa el crecxmlento de todas y cada una de las

‘eepas -al lgual que en las pruebas nutrlclonales.

VARIACION;DB SALINIDADES

Método: )
Se utiliza el medio 2216 E>(Oppénheimer~Zobell,‘1952)
en cajasﬂde‘Petri y se siembran las cepas con’el replicador'
-‘i%emi aitomitico con las siguientes médificaciones en la. compo
éiciép.del:médio de scueﬁdo a la ﬁalinidad ehp1eadé: k
6 pbm& Medio coh agua destilada y sin agua de mar sint@
tica. ‘
70 ppm; Medio con 70 gr. de de.sal de mar no tratada en
vez de agua de-mar 31ntét1ca.
A 120 y 180 ppm: Al igual que en el anter;or, el agua de 7

-

mar s;ntét;ca se subst:tuya por 120 y 180 gr. -

de sal de mar no tratada
E1 crec1miento se observa de la mlsma manera que en las
pruebas nutrlclonales y los criterios de pos;t1v1dad y nega-

tividad también son iguales.

DEGRADACION DE PETROLEO DBL POZO0 -
IXTOC 1

Hétodo- Las cepas se 1nocularon en. frasc03 de 5 ml. con
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teniendo agua de ma; sintética y agua destilada (200 ml. y
800 ml. bor litro respectivamente) 9 una solucidn al 1% de
petrSleo del éozo IXTOC 1 como fuente finica de Carbono y e-
nergia. Al cabo de 2 meses aproximadamente se observaron los
resultados. Las cebas capaces de degradar el petrdlzo se dis';
tinguieron de las demis pob 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).eiicisecsocsen 8 gr.
KNOS,..............................:. 1 gr.

Agua de Mar Sintética...sseieeosassess200 ml..

Agua Destilada...c.ceecsecscsseasnsasnss800 ml,

Método:

Se esteriliza a 121°C por espacio de 20 minutos una vez'
que este ha sido repartido en. frascos de 5 ml. a razén de
3 ml. por frasce. Las cepas se inoculan en ellos pdr_auplié
cado y se dejan érecer bor esbacio de 15 dias. Entonces'se
’utilizan los reactivos de Griess.

Reactivo de Griess "A" Reactivo de Griess "B"
Acido Sulfanilico......8 gr. Alfa Naftilamina.....5 gr..

Acido ACEticO.ceinsaered Lt Acido Ac&tico........1 1.

. Se agregan sobre el medio unas gotas'del reactivo "A"
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y del "B%"; si aparece una coloracién rojiza o marr8n la re-
duccibn a nitritos es positiva; si no hay cambio en la colo-
racién se afiaden unqé cuantos granos'de polvo de Zine, y si
no hay cambio de color quiere decir que la reduccifn fue mas
alld de los njtritos; fero si se tornma rojo entonces larreag
cifén es negativa incluso: para la reduccifn de nitratos.

PRODUCCION DE NITROGENO
~GASEO0SO

Medio de CultiQO:
KNOS..;.....-..................;....-. 10 gr.
Extracto de Levadura.......eceeeenesess 5 gr,
BLiCErOle. . ocusceansesnsnnancenoaceses 10 gr.
Bacto-Agar (Difco)...eiunecancaanaensa. 1 gr.
Agua de Mar Sintética.....eeecceecesecs.200 ml.
Agua Destilada................;.......800 mnl.
M&todo:E1l medio asi préﬁarado se reparte en ampoyetas
deﬁeehables a razén de 2 ml. en cada una y se esteriliza a-
121°¢ por espacio de 20 minutos. Las cepas se inoculan -del -
frasco de reduccién dernitratos por duplicado, é inmed iata-
mente se cubren con un tap8n de parafina con objeto de ecrear
condiciones de anaerobiosis. La produccidn de NitrSgeno se
évidencia aproximadamente a los 15 dias por la expulsidn del
tahdn]de parafina a causa de la presibén que aquel gas ejerce

sobre el recipignte;v
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TINCION GRAM (Park, 1980)

Preparacibén de Reactivos:
Vicleta Gram:
Solucibén Alcohd&lica Saturada de Cristal Violeta...214 ml.

Agua DESTIlad@..seceunraosorosassnnserensnsnnnneas 1 1t.

Lugol: Safranipa:-
: Yodo.................. 1 gr. Soluecién Alcohdlica Saturada..i0 ml.
Yoduro de Potasio..... 2 gr. Agua Destilada......eecv......90 ml.

AEUB .« vrerenevennensa 300 mi.

ﬂétodo:

Previamente a la tincidn se toma una rasada de la cepa
que se desee teftir, se esparce sobre un porta-objeteos al que

‘se 1e han aplicado algunasbgotas de agua destilada y se deja
secar. -

Se tifle con violeta gram por espacio . de 1 min., se la
va 'y secaj; se aplica lugol por espacio también de 1 minuto,
se lava, seca y decolora durante 45 segundos con alcchol al
95%. Finalmente se vuelve a tefiir durante 30 segundos, esta
vez.con safranina, se lava y se deja secar.

Se observa al microscopio de campo c¢laro. Las bacterias
que muesfran una coloracidn morada son consideradas Gram posi
. tivas; lasque no se tifien se ese color y se'obéervan rojas o

anaranjadas se consideran Gram negativas.
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OXIDACION Y FERMENTACION DE GLUCOSA

Medio de Cultivo:

-3a¢to-Casitona (DIfCO)rrcveneennaneneas0.1 %
2E¥£iac§o de hevadura..-....,......;...0;01 %
Sﬂifétq de AmONi0.. cveaveviesioreeras.0.05 %
TrisJBuffer........;..................0.05 %
'quo ae Fenol;..............;.,m...;.0;001 %
Agua:Destilada...........;............800 ml;
Agua de Mar SiNtELICA.wnrrrenresnnnan.200 nl.
pH = 7.5

GlucoSa...cnevieievssereran.0ntre 0.5y 1.0 %

‘MEtodo:

‘Bl medio ;e vacia en matraces, se esteriliza a 110°C -
durante 45 minutos y se vacia en ampoyetas desechables a --
razén de 2 ml. por cada una. Se inocula cada cepa por dupli-
cado en las ampoyetas. Una de ellas se cubre perfectamente
con un tapén de p2rafina para observar la ferﬁantaciﬁn. En
la oxidacién se deia la ampoyeta en condiciones aerobias.

El medio de cultivo tiene originalmente una coloracién
roja, tanto em la prueba de fermentacién como en la de oxi-~
dacién; si el color se torna amarillc, la prueba seri posi-

~tiva. Si no hay cambio en el color, entonces serd .negativa.
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