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BACTERIAS DE LA FOSA DE GUAYMAS CON CAPACID ARA UTILIZAR
HIDROCARBUROS

Resumen aprobadopor:

 v

Dr. Marcial Leonardo Lizarraga Partida
Director de Tesis

Se cuantificaron bacterias utilizadoras de hidrocarburos (BH) mediante la

técnica del numero mas probable (NMP) propuesta porMills et al., (1978) en dos

almejas (Nuculana grasslei y Vesicomya gigas), en sedimentos no

compactados; en una concrecién nodular hueca, y en una roca sedimentaria. Las

muestras se obtuvieron tanto en la depresién sur como en la depresion norte de la
fosa de Guaymasubicada enla parte central del Golfo de California. Como fuente
de carbonoy energia se utilizaron los hidrocarburos, n-hexadecano y n-dodecano
(alifaticos), dimetilnaftaleno, fenantreno, 2-metilnaftaleno, pireno, naftaleno,

perileno, benzoapireno (aromaticos) y el petrdleo crudo del pozo Ixtoc |. Todas las

muestras se incubaron a 28 + 2°C y se registr6 su crecimiento a los 16, 60 y 150
dias de incubaci6n.

Las mayores concentraciones de BHseregistraron en las muestras de las

almejas N. grasslei y V. gigas cultivadas en n-hexadecano (>1600 BH/gr y 240
BH/gr respectivamente). Esta concentraci6n es muy superior a la registrada en

sedimentos, habitat tradicionalmente estudiado en esta fosa. Estos resultados
muestran por primera vez la presencia de bacterias utilizadoras de hidrocarburos

alifaticos y aromaticos asociados a N. grassleiy V. gigas.
A partir de las muestras de almejas se aislaron bacterias utilizadoras de n-

hexadecano. Dichas bacterias se sometieron a varias pruebas para

caracterizarlas, encontrando que podrian pertenecer al género Pseudomonas ya

que en su mayoria son bacilos Gramnegativos, oxidasa positivos y no

fermentativos.

Palabras clave: Bacterias, Hidrocarburos, Fosa de Guaymas, Ventilas

Hidrotermales.



ABSTRACT of the Thesis of LEOCADIA SALOME CANEPA BERTOLINI,
presented as partial requirement to obtain the degree of MASTER IN SCIENCES
in MARINE ECOLOGY.Ensenada,Baja California, Mexico. April 1997.

BACTERIA FROM GUAYMASBASIN WITH CAPACITY TO UTILIZE
HYDROCARBONS

The most probable number technique (MPN) described by Mills et al,
(1978) was used for the quantitative determination of hydrocarbonoclastic bacteria

(HB) in clams Nuculana grasslei and Vesicomya gigas, in no compacted
sediments, in hole noduler concretion, and in sedimentary rock. The samples were
taken in the Northern and Southern Troughs of the Guaymas Basin in the Gulf of
California. We used as the sole carbon and energy source the hydrocarbons, n-
hexadecane, n-dodecane (aliphatic), dimethylnaphthalene, phenanthrene, 2-

methylnaphthalene, pyrene, naphthalene, perylene, benzoapyrene (aromatics),
and crude oil from Ixtoc | oil well. All the samples were maintained at incubation

temperature of 28 + 2°C, and the enumerations were performed after 16, 60 and

150 days of incubation.
The maximum concentrations of HB were registered on the clams samples

(N. grasslei and V. gigas) cultured in n-hexadecane (>1600 HB/gr and 240 HB/gr

respectively). This concentration was much higher than in sediment which is this
habitat traditionally studied in this basin. These results showforthe first time the

presence of aliphatic and aromatic hydrocarbons utilizer bacteria associated to

Nuculana grasslei and Vesicomya gigas.
Bacteria that utilize n-hexadecane were isolated from the clams. Several

proofs suggested that the bacteria pertain to Pseudomonas genus since they

were mainly Gramnegative rods, oxidase positive, and no fermentatives.

Key words:Bacteria, Hydrocarbons, Guaymas Basin, Hydrothermal vents.



Es verdad que el cambio conllevael riesgo del fracaso,
esa es la principal razon del temor a Ja libertad.
Pero también es verdad que en la vida no hay errores,
sdlo lecciones que aprender.

Todo lo que se ve como una victoria, no siempre significa ganar;
Yy peroer, no siempre significa estar derrotado.

lories Shah.

No siempre la cima significa victoria. No puede hablarse de
triunfo refiriéndose a la serpiente que arrastrAnoose ha Ilegado a la
cresta de la montana cuya majestad ignora. El hombre no es tan sdlo
el rey oe la creacién, por la chispa divina del pensamiento; lo es, por
ser el nico que lucha por wn ideal superior que lo ennoblece y lo
sublima.

Carlos A. Madrazo Becerra.



En el vaivén eterno de las eras, el porvenir es siempre de los visionarios. La
interminable contienda entre el idealismo y la mediocridad tiene su simbolo en la
obra de Cellini: “Perseo exhibiendo la cabeza de Medusa, cuyo cuerpo asgitase en
contorsiones oe reptil bajo sus pies alados.

Y dice a los jévenes que toda brega por un Ideal es santa, aunque sea
ilusorio el resultado; que es loable seguir su temperamento y pensar con el
corazon, si ello contribuira a crear una personalidad firme; que todo germen de
romanticismo debe alentarse, para enguirnaloar de aurora la tinica primavera
que no vuelve jamas.

V a los maduros, cuyas primeras canas salpican d¢ otofio sus mas

vehementes quimeras, instigalos a custodiar sus ideales bajo el palio de la mAs
severa dignidad, frente a las tentaciones que conspiran para encenesarlos en la
Estigia donde se abisman los mediocres.

V eo el sesto vel bronce parece que el ldealismo decapitara a la
Mediocridad, entregando su cabeza al juicio de los siglos.

José Ingenicros.
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BACTERIAS DE LA FOSA DE GUAYMAS CON CAPACIDAD PARA UTILIZAR

HIDROCARBUROS

|. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

Las bacterias presentan un amplio espectro metabdlico que las hace

capaces de aprovechar diferentes substratos de origen organico como Unica

fuente de energia y carbono. Dentro de ellos se encuentran los hidrocarburos,

observandose que constituyen uno de los substratos que las bacterias marinas

pueden utilizar, ya que en el océano existen fuentes biogénicas asi como

antropogénicas.

ZoBell (1946) realiz6 una revisién de los trabajos existentes en donde

sehald que muchos microorganismos tienen la habilidad para usar los

hidrocarburos como unico recurso de energia y carbono ademas de que estos

compuestos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. También observé

que la utilizacién microbiana de los hidrocarburos era dependiente de la

naturaleza quimica de los componentes dentro de la mezcla de petrdleo, asi como

de las condiciones ambientales.



A partir de ahi se han realizado otros estudios sobre la potencialidad de los

microorganismos para degradarhidrocarburos del petréleo, encontrandose que no

esta restringida a unos pocos géneros, ya que se ha reconocido un grupo diverso

de bacterias, hongos, levaduras y algas con esta capacidad; sin embargo, las

bacterias han sido objeto de estudios mas detallados.

Atlas y Bartha (1972) estudiaron la capacidad de biodegradacion de

Flavobacterium spp. y Brevibacterium spp. en un petrdleo crudo parafinico y uno

definido quimicamente como mezcla de hidrocarburos, encontrando en un periodo

de dos semanas una degradaci6n de mas del 60% del petrdleo crudo y del 75%

de la mezcla de hidrocarburos. Walker et al., (1975a) compararon la capacidad de

hongos y bacterias para degradar hidrocarburos. Incluyeron en su estudio a los

siguientes géneros: Candida, Sporobolomyces, Hansenula, Aureobasidium,

Rhodotorula, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Pseudomonas, Vibrio,

Acinetobacter, Leucothrix, Nocardia, y Rhizobium. Ellos observaron que tanto

bacterias como hongos mostraban decremento en sus capacidades para degradar

alcanos conforme se incrementaba la longitud de la cadena de los hidrocarburos,

mientras que los hongos filamentosos no exhibieron ninguna degradacion

preferencial por alguna longitud de la cadena de hidrocarburos.



En otro estudio, Walker et al., (1975b) examinaron bacterias de sedimentos

y agua, en las cuales encontraron que el agua contenia una mayor variedad de

especies bacterianas capaces de degradar petrdleo que las bacterias de

sedimentos. Los cultivos de agua y sedimento contenian Pseudomonasspp. y

Acinetobacter spp. Las bacterias presentes en el agua mostraron una mayor

degradacién de cicloalcanos de 2-, 3-, 4- y 5 anillos y de mono-, di-, tri, tetra, y

penta-aromaticos comparadas con las bacterias de sedimento. Dean-Raymond y

Bartha (1975) aislaron 6 especies de bacterias de un estuario contaminado con

petréleo y las cultivaron sobre diferentes tipos de compuestos aromaticos de

petrdleo. La mayoria de las especies utilizaron como Unico recurso de carbono y

energia el naftaleno, 2-metilnaftaleno y 2-etilnaftaleno. Asimismo encontraron que

sdlo una crecid sobre 1-metilnaftaleno mientras que todas exhibieron algun

crecimiento sobre 1-etilnaftaleno. De varios de los componentes poliaromaticos

probados, el fenantreno y el antraceno fueron metabolizados por 3 de los 6

organismos.

Esta diversidad de bacterias encontrada en los estudios antes sefalados

era esperada, puesto que tedricamente no puede existir una sola especie capaz

de degradar a las diferentes fracciones y componentes que constituyen a los

hidrocarburosfdsiles.



1.1.1 Origen y caracteristicas del petrdleo y sus derivados en el mar

Existen varias rutas porlas cuales el petrdleo y sus derivados refinados son

introducidos al ambiente marino (figura 1). Las fuentes pueden ser de origen

antropogénico (operaciones de tanques, aporte atmosférico, produccién de

petroleo mar adentro, refinerias y sistemas de desagile, rios y desechos urbanos,

otras actividades de transporte y accidentes de tanques) 6 por aportes naturales

(filtraci6n natural, chapopoteras; erosién del suelo marino; productividad primaria)

(Floodgate, 1972).

Los aportes por fuentes naturales llegan a ser del mismo orden de

magnitud que los aportes antropogénicos, los cuales se han estimado que son

entre 1.7 y 8.8 millones de toneladas métricas por afio (Floodgate, 1972).

Los hidrocarburos del petrdleo constituyen un grupo especifico dentro de la

amplia variedad de hidrocarburos existentes. Pueden estar subdivididos en varios

grupos mayores desde ligeros, gaseosos (C4 - C5), a hidrocarburos liquidos

volatiles (Cg - C44) y finalmente aquellos de alto peso molecular (> C44) (Geyer,

1980). El petroleo esta constituido principalmente por cadenas hidrocarbonadas

(50-98%), representadas por el 80-87% de atomos de carbono y el 10-15% de

hidrégeno (Clark y Brown, 1977). Cada petrdleo crudo es una mezcla de alcanos
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(saturados), cicloalcanos (aliciclicos), aromaticos y policiclicos junto con unas

cantidades variables de nitrogeno (0-1%), oxigeno (0-5%) y azufre (0-10%)

(Floodgate, 1984). Todos son contaminantes ambientales, pero los hidrocarburos

aromaticos tambien son conocidos comocarcindgenos (Cerniglia, 1984).

En general, el petrdleo crudo asi como sus diferentes fracciones y

componentes, actuan simultaneamente como fuente de carbono y energia para

algunos componentes de una comunidad microbiana que cuenten con la

informacion genética para utilizarlos, como un substrato toxico para otras

poblaciones o incluso no tener influencia sobre un tercer grupo (Pfaender y

Buckley, 1984).

1.2 Descripcion del Ecosistema de Ventilas Hidrotermales

La conversiOn de materia organica a petrdleo por actividad hidrotermal es

un proceso que ocurre en muchos tipos de ambientes naturales. En el océano

existen zonas que presentan estas caracteristicas, en las cuales los organismos

son diferentes a los del resto de mar profundo. Estas zonas denominadasventilas

hidrotermales se descubrieron en 1977 (figura 2) sobre la cordillera oriental del

Pacifico, proxima al Ecuador, en una area conocida como Cordillera de las

Galapagos (Corliss et al., 1979); su detecciédn se debié al empleo de termémetros
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y a filmaciones de operacién remota. Se localizan en centros de dispersién del

suelo oceanico, estan caracterizados por su alta actividad volcanica y se

encuentran situados encima de una camara de magma cuya temperatura puede

alcanzar de 1200° a 1400°C. El gradiente térmico que se produce entre la camara

de magmay las bajas temperaturas que prevalecen en el fondo oceanico (2°C)

generan la circulacién del sistema hidrotermal (Felbeck y Somero, 1982; Karl et

al., 1988).

El ambiente de ventilas hidrotermales se caracteriza por: a) ausencia

absoluta de luz, b) temperaturas de 2°C, c) presiones hidrostaticas mayores a

1000 bares y d) emanaciones del piso oceanico de fluidos téxicos de acido

sulfidrico (H2S) (Felbeck y Somero, 1982).

Las condiciones que prevalecen en estos ecosistemas se consideran

desfavorables para la proliferacién de la vida. No obstante, los organismos que

habitan estos ecosistemas han adoptado estrategias de adaptacién de tipo

anatémico, trdfico, fisioldgico, bioquimico y conductuales que les han permitido

colonizar en forma exitosa las areas en donde se encuentran las ventilas

hidrotermales (Somero et al., 1983; Childress y Fisher, 1992; Hessler y Kaharl,

1995; Mullineaux y France, 1995).



A profundidades cercanas a 2500 m,el agua de marse desliza dentro de la

corteza, es calentado por el magma en el manto y expulsado al piso del océano

(figura 3). Durante su contacto con las rocas basalticas calientes, la composicion

quimica del agua de mar es radicalmente cambiada para formar un liquido

altamente reducido y acido, conocido como “fluido hidrotermal’, enriquecido con

hidrégeno, acido sulfidrico y varios elementos principalmente: carbono, cobre,

hierro, calcio, magnesio y manganeso. Esta agua al salir es rapidamente diluida

con el agua de mardel ambiente. (Felbeck y Somero, 1982; Austin, 1988).

Todos los organismos requieren energia, electrones para la transferencia

de energia y carbono parala construccién de componentes organicos. El término

quimiosintesis indica que la energia para la biosintesis, principalmente la

transformaci6n de carbono inorganico a organico, es proporcionado por una

oxidacién quimica. En la misma manera en la cual la luz y la fotosintesis

determinan la ocurrencia y abundancia de vida en los continentes y en la

superficie de las aguas,la disponibilidad de ciertas fuentes de energia inorganicas

y la quimiosintesis controlan la abundancia de poblaciones animales en las

ventilas de mar profundo. Es por eso que la Quimiosintesis es el proceso

microbiano de mayor importancia en las ventilas y es el principal soporte de la

vida para las poblaciones de invertebrados en la ausencia de luz (Jannasch y

Nelson, 1984).
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1]

Existen tres sitios dentro de las emanaciones,en los cuales selocaliza la

mayor productividad quimiosintética: A) dentro de la lava que conduce y emite los

penachos de chimeneas calientes, donde se ha encontrado que la turbidez es

causada por suspensiones de bacterias unicelulares pertenecientes al género

Thiomicrospira spp, tipicamente mesofilicas y barotolerantes (Jannasch, 1989),

B) en una alfombra microbiana espesa consistente de filamentos de Beggiatoa

spp. que es una bacteria heterdtrofa tipica de zonas de interfase, que requiere

azufre inorganico reducido y oxigenolibre disuelto (Jannasch et al., 1989), y C) en

asociaciones simbidticas de procariontes quimiosintéticos con invertebrados

marinos, los cuales se encontraron por primera vez dentro deltejido del trofosoma

de Riftia pachyptila un gusano tubicola gigante, que vive alrededorde las areas

de ventilas hidrotermales en el mar profundo. En este organismo se descubrieron

enzimastipicas del ciclo de Calvin-Benson con lo que se demostro la presencia de

bacterias quimioautotroficas (Felbeck, 1981); también se encontraron

lipopolisacaridos caracteristicos de la pared celular externa de_ bacterias

Gramnegativas y se identificaron bacterias de este tipo en el mismo tejido

(Cavanaughet al., 1981).

Por las condiciones extremas del ambiente de las ventilas hidrotermales se

ha pensado que las bacterias de estas zonas podrian ser interesantes candidatas

para utilizaciones biotecnolégicas por ejemplo: el uso de bacterias termofilicas



aisladas de chimeneas negras (black smokers) para la produccién de enzimas

termoestables (Deming, 1986), o el uso de bacterias autotréficas como nuevo

alimento para invertebrados en acuacultura (Berg y Alatalo, 1984). Ademas de

estas potencialidades, las altas concentraciones de metales pesados encontrados

en los fluidos hidrotermales y en los tejidos de los invertebrados lleva a considerar

el posible papel de estos microorganismos en los procesos de desintoxicacién de

zonas contaminadas(Prieur y Jeanthon, 1987) y su utilizacién en la recuperacion

terciaria de petrdleo (Westlake, 1984).

1.3 Antecedentes y Caracteristicas de la fosa de Guaymas

En la fosa de Guaymas se han realizado pocos estudios referentes a las

bacterias que utilizan hidrocarburos. Dentro de ellos estan Simoneit (1985a) y

Bazylinski et al. (1988) que encontraron degradacién de alcanos en sedimentos

subsuperficiales, lo que muestra que componentes de petréleo son utilizados

como fuente de carbono por bacterias de ese lugar. Posteriormente Bazylinski et

al. (1989) aislaron y caracterizaron bacterias de sedimentos colectados en la

depresi6n sur de la fosa de Guaymas, capaces de crecer en hexadecano y

naftaleno marcados como unica fuente de carbono. Todas las bacterias fueron

aerobias y mesofilas (25° a 40°C) pero también demostraron crecimiento a bajas

temperaturas (4° a 5°C).



En la cuenca de Guaymas(figura 4) se presenta el fendmeno hidrotermal

con caracteristicas muy propias, que la hacen diferente a las encontradas en otras

partes del mundo. Esto es debido a que las aguas superficiales de esta region son

muy productivas (Byrne y Emery, 1960) y son las responsables del alto indice de

acumulacion de sedimentos, que es mayor a 1 m cada 1000 afios (Curray et al.,

1979). Los sedimentos han estado acumulandose en la cuenca de Guaymas por

cerca de 150,000 afos, a una velocidad de sedimentacion de 0.2 cm/afio, lo que

da comoresultado que el espesor medio del sedimento sea de 100 m (Simoneit et

al, 1979); aunque existen zonas donde la sedimentacién supera los 400 m de

espesor (Curray et al, 1982; Simoneit, 1985a). La materia organica de esos

sedimentos recientes se deriva principalmente de detritus microbiano y de

diatomeas, debido a que el flujo de materia organica terrigena es baja por los

desiertos que bordean al Golfo (Curray et al., 1982: Lonsdale y Becker, 1985).

Las grietas de la cuenca de Guaymas son areas de formacién activa,

migracion y evolucion de productos de petrdleo de manera casi instantanea en

tiempo geoldgico <5000 afios, por la acciédn de los procesos hidrotermales

(Simoneit y Lonsdale, 1982; Kawka y Simoneit, 1987; Didyk y Simoneit, 1989),

principalmente porque la materia organica de los sedimentos hemipelagicos se

acumula muy rapido cerca de la chimenea y queda sujeta a estrés térmico y

rapidamente es pirolizada a productos de petrdleo (Simoneit y Lonsdale, 1982;
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Simoneit 1983, 1984, 1985a). Estos productos consisten en hidrocarburos

aromaticosy alifaticos de la gama de la gasolina y en mayor cantidad de material

asfaltico polar residual (Simoneit y Lonsdale, 1982). La composicién de este

material incluye hidrocarburos aromaticos polinucleares (PAH) y pequefias

cantidadesdeolefinas (Simoneit y Lonsdale, 1982; Simoneit, 1985a).

El petrdleo fue detectado por primera vez en 1972, en muestras de

sedimentos de la depresién norte de la cuenca de Guaymas (Kawka y Simoneit,

1987). Subsecuentemente, se han analizado numerosas muestras de sedimentos

de las depresionesnorte y sur en las cuales también se ha encontrado petrdéleo de

origen hidrotermal (Simoneit y Lonsdale, 1982).

En vista de lo anterior y considerando los escasos trabajos que han

estudiado las bacterias que utilizan a los hidrocarburos que de manera natural

ocurren en la fosa de Guaymas. Con el presente trabajo se contribuye a su

conocimiento, ya que se colectaron bacterias que puedan utilizar hidrocarburos

como fuente de energia y carbono en diferentes ambientes (sedimentos no

compactados, concrecién nodular hueca, roca sedimentaria, y dos almejas

Nuculana grasslei y Vesicomya gigas) de la fosa de Guaymas. Su enumeracion

permitiria demostrar que los hidrocarburos producidos por el fendmeno
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hidrotermal constituyen una fuente importante de carbono y energia en este

particular ecosistema.



1.4 Objetivos

Enumerar bacterias que tengan la capacidad para degradar hidrocarburos

en organismos y areas adyacentes (sedimentos no compactados, concrecién

nodular hueca, y roca sedimentaria) de la zona de chimeneas hidrotermales dela

fosa de Guaymas.

Constituir una coleccién de microorganismosutilizadores de hidrocarburos

aislados en esta zona, para posibles desarrollos biotecnoldgicos.



ll. MATERIALES Y METODOS

ll.1 Descripcion del area de estudio

EI sitio de muestreo es conocido como la fosa de Guaymas, la cual se

localiza en la regién central del Golfo de California (Figura 5 a). Forma parte de

una serie de cuencas profundas semi-cerradas (Byrne y Emery, 1960) y esta

formada pordosvalles defallas: la depresién Norte y la del Sur, las cuales estan

separadas por 20 km de area de fallas transformantes (Simoneit y Lonsdale,

1982). Es una cuenca de desplazamiento activo de suelo oceanico, formando

parte del sistema de ejes de desplazamiento y de fallas transformantes que se

extiende desde el levantamiento del Pacifico Este hasta el sistema de fallas de

San Andrés (Curray et al., 1979). El sitio es tectonicamente activo, lo cual resulta

en un alto flujo de calor, que localmente excede de 1.2 Wim? (Lawveret al., 1975;

Curray et al., 1982).



 

   

30°N

   
27°00N

        

11°26W 24'W 23 22W
23°

105°w

Figura 5. Localizacién geografica del area de estudio: a) mapa del Golfo de
California (Simoneit, 1985b). b) Mapa batimétrico de la depresién sur
(Kawka y Simoneit, 1990). c) Mapa batimétrico de la depresion norte
(Simoneit et al., 1990).
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11.1.1 Areas de muestreo

La localizacién delos sitios en donde se realizaron los muestreos fueron los

siguientes: las muestras de sedimentos no compactados y de las almejas

Nuculana grasslei se tomaron en la depresién sur, en una zona de

hidrotermalismo a una profundidad de 2008 m en la colina sudoeste a 27°00.38'

de latitud Norte y 111°24.5’ de longitud Oeste. La temperatura era de 28°C (Figura

5 bl). También en la depresi6n sur, y con el brazo mecanico del submarino se

muestreo un acantilado al lado de las chimeneas en donde se colect6 la muestra

de una concrecién nodular hueca, a una profundidad de 2000 m en la colina

sudoeste a 27°00.4’ de latitud Norte y 111°24.5’ de longitud Oeste. La

temperatura era de 18°C (Figura 5 bil). Las almejas Vesicomya gigas y una roca

sedimentaria con incrustaciones de conchas y un ligero olor a petrdéleo, fueron

colectadas en la depresién norte que es una zona de chapopoteras, a una

profundidad de 1600 m, a 27°35.34’ de latitud Norte y 111°28.31' de longitud

Oeste. La temperatura del sitio de muestreo era de 18°C (Figura 5 clill). En la tabla

| se resume algunos puntos de las areas de muestreo.
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Tabla |. Resumende las areas de muestreo

 

 

Muestras Sitio de colecta Temperatura (°C)

Sedimentos no Compactados Depresién Sur 28

Nuculana grasslet Depresi6on Sur 28

Concrecién Nodular Hueca Depresién Sur 18

Vesicomya gigas Depresion Norte 18

Roca Sedimentaria Depresién Norte 18

 

I1.2 Trabajo de campo

11.2.4 Colecta de las muestras.

Las muestras fueron colectadas desde el sumergible Alvin, mediante el

brazo mecanico del submarino. Se tomaron muestras de: a) sedimentos no

compactados que incluia una porcién de alfombra microbiana Beggiatoa spp.;

estas muestras se tomaron con un nucleador; b) ejemplares de la almeja

Nuculana grasslei, c) una concrecién nodular hueca tipo esponja, de color blanco

en el exterior y con un marcadoolor a hidrocarburo en el interior; d) ejemplares de

la almeja Vesicomya gigas; e) roca sedimentaria con incrustaciones de conchas y

un ligero olor a petrdleo.
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{1.2.2 Procesamientoinicial

Inmediatamente después del muestreo, el procesamiento inicial de las

muestras se realiz6 a bordo del laboratorio del B/O Atlantis Il, este consistio en lo

siguiente: a) muestras de sedimentos no compactados se tomaronlos primeros 5

cm; b) las almejas Nuculana grasslei se disectaron y maceraron 20 de ellas; c)

las almejas Vesicomya gigas se disectaron y se les extrajeron las branquias y se

maceraron. De cada una de estas tres muestras, asi como de la concrecidén

nodular hueca y la roca sedimentaria con incrustaciones de conchas y un ligero

olor a petrédleo se tomaron 10 gr de cada una y se diluyeron en frascos

conteniendo 90 ml de medio mineral estéril (Apéndice A), para posteriormente

realizar diluciones decimales seriadas en frascos con 100 ml de medio mineral

estéril. De estas diluciones se inocularon con 1 ml, frascos de 20 ml (Wheaton®)

con tapa de rosca conteniendo 10 ml de medio mineral estéril y los hidrocarburos

en las siguientes concentraciones:petréleo crudo del pozo Ixtoc |; n-hexadecano,

n-dodecano (Sigma®), el aromatico dimetilnaftaleno (Aldrich®) en una

concentracion de 0.5% y los hidrocarburos aromaticos: fenantreno, 2-

metilnaftaleno, pireno, naftaleno, perileno y benzoapireno (Aldrich®) previamente

se solubilizaron en una minima cantidad de cloroformo (OMNISOLV®) requerido y

se les adicioné a una concentracién de 0.1%.
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ll.3 Trabajo de laboratorio

11.3.1 Enumeracion bacteriana

Para efectuar la determinacién cuantitativa de las bacterias degradadoras

de hidrocarburosseutiliz6 la tecnica del numero mas probable (NMP)(Mills et al.,

1978) en una serie de 5 frascos.

Este método se utilizo porque da conteos celulares reales cuando la

densidad poblacional es baja; y se puede emplear con compuestos quimicos

toxicos a diferencia del método de conteo en placa, que aunque preciso, tiene

limitaciones especialmente cuando el componente que es transformadoes tdxico.

(Di Geronimoet al., 1978).

Los frascos de 20 ml (Wheaton®) ya inoculadossetrajeron al laboratorio y

se colocaron en una incubadora Napco modelo 320-12 a 28° + 2°C durante 16

dias, tiempo en el cual se realizé la primera lectura de los frascos. A los dos y

cinco meses se realizd la segunda y tercera lectura; pasado este tiempo se

seleccionaron los frascos positivos que se identificaron por la turbidez que

presentaban, y se compararon con testigos conteniendo medio mineral, los

respectivos hidrocarburosy sin inocular.



24

Los frascos registrados positivos fueron resembrados, para purificar las

cepas bacterianas, y a partir de éstos se volvieron a resembrar 100 ml en

matraces Erlenmeyer de 125 ml, incubandose a 28° + 2°C durante su tiempo

optimo de crecimiento. De aqui se obtuvo el indculo inicial para el crecimiento,

después de cuantificar la carga bacteriana en medio ZoBell.

1.3.2 Crecimiento

11.3.2.1 Obtencién de curvas

Para obtener las curvas de crecimiento se seleccioné el hidrocarburo n-

hexadecano y se utilizaron los cultivos en los que hubo crecimiento a partir de

Nuculana grasslet.

El sistema experimental descrito en la seccion II.3.2.2 se utiliz6 para llevar

a cabo los experimentos de crecimiento, los cuales se rfrealizaron por

quintuplicado; se incluy6 un testigo al cual no se le adicioné el hidrocarburo.

Para eliminar el hidrocarburo del inéculo se centrifugé una alicuota de 5 ml

durante 10 minutos a 893.6 x g (Touraki et al., 1996), se lavé dos veces y

finalmente se resuspendid en 5 ml de medio de dilucién estéril. De ahi se
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inocularon 100 ul, con aproximadamente 10° bacterias/ml, las botellas de vidrio

estériles del sistema experimental, conteniendo 700 mi de medio mineral estéril. El

hidrocarburo se agrego como fuente de carbono al 0.5%se esterilizo por filtracion

a traves de un filtro estéril (Gelman Science®) de 0.2 um de tamafiode poro. Se

incubaron a 28° + 2°C y para obtener el crecimiento se realizaron por duplicado,

conteos periddicos de la carga bacteriana de cada una de las botellas en placas

con medio ZoBell.

(1.3.2.2 Sistema Experimental

El sistema experimental (Figura 6) consistid de botellas de vidrio de 1 It de

capacidad, con una perforacién en el fondo, la cual se obturé con un tapdn de

neopreno al queSele insert6 un tubo de vidrio tapado con algodén. Cada botella

estéril se colg6 invertida. Al tapon del cuello de la botella se le insertO una aguja

hipodérmica, y se unié con silicon a una manguera (Tygon®) de 1/4” de diametro

interno, unida a un distribuidor de aire. El] suministro de aire se efectuo con una

bomba para acuario de doble salida Ultra 30/80 (Fritz®). La contaminacion

bacteriana del aire se evito mediantefiltros hidréfobos de 0.2 um de poro (Gelman

Science®) colocados entre la bomba y el distribuidor del aire. La eficiencia de

estos filtros se probo previamente, mediante el burbujeo de aire filtrado en un
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medio peptonado, y se constatd la ausencia de crecimiento bacteriano en un

periodo de 64 hrs (Anguiano, 1996).

 

      
nAnnnn

+t++4++  

 N
c

  

Figura 6. Sistema experimental: a) botella de vidrio, b) tapd6n de neopreno,c)

manguera, d) distribuidor de aire, e) bomba para acuario, f) filtros
hidrdéfobos, g) valvula de seguridad.

lI.3.3 Aislamiento de cepas bacterianas queutilizan n-hexadecano

Para aislar las cepas bacterianas que degradan n-hexadecano de los

frascos que se registraron positivos, inoculados con muestras de la almeja

Nuculana grasslei, se sembraron directamente a cajas de Petri con medio

mineral solidificado (Apéndice A), se le agrego el hidrocarburo en una

concentracién de 0.5% y se dejaron incubar a 28° + 2°C durante 48 horas.

Posteriormente de las colonias mas aisladas del medio se seleccionaron de

acuerdo a su forma, coloracién y tamafo 32 cepas, de todas estas al final sdlo se
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pudieron conservar 10 de ellas las cuales se resembraron dos veces en medio

ZoBell para su purificacién; las cepas puras fueron mantenidas en frascos de 20

ml con tapd6n de rosca conteniendo 10 ml de medio ZoBell, se dejaron incubar y

se mantuvieron a temperatura ambiente para su conservacion.

Para tratar de caracterizar las cepas_ aisladas se consultd

bibliograficamente los géneros de bacterias que degradan hidrocarburos, se

revisaron sus caracteristicas en el manual Bergey (1984) y de ahi se obtuvo un

conjunto de pruebas minimaslas cuales fueron:

a) Tincién Gram

b) Morfologia

c) Pruebas Fisioldégicas: salinidad (0%, 60% y 100%o) y temperatura (4°, 18° y

41°C)

d) Pruebas Bioquimicas: catalasa, oxidasa, movilidad y oxidacion-fermentacion.
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l1.3.4 Procesamiento de datos

Los resultados obtenidos de la enumeracién bacteriana fueron procesados

usando las tablas para calcular el numero mas probable (Alexander, 1982).

Los datos obtenidos de los experimentos de crecimiento se pasaron a

UFC/ml (unidades formadoras de colonias/mililitro), se transformaron a logaritmo y

se sometieron a las siguientes pruebas estadisticas Anova y prueba “t” (Zar, 1984)

con la ayuda de los paquetes estadisticos Microsoft Excel (version 5.0, 1993) y

Statistica for Windows(versiOn 4.5, 1993); los dibujos se realizaron con el paquete

Microsoft PowerPoint (version 4.0, 1994).
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ill. RESULTADOS

ill.4 Enumeracion bacteriana

En la tabla Il se observan los resultados obtenidos de la cuantificacién

bacteriana, realizada a los 16, 60 y 150 dias de incubaci6n.

En ella se puede ver que en la muestra aislada a partir de la almeja

Nuculana grasslei se present6 crecimiento en la mayoria de los hidrocarburos

utilizados. Los valores maximos de crecimiento bacteriano se registraron en el

hidrocarburo n-hexadecano:a los 16 dias present6 un valor de 79 bact/gr, a los 60

dias fue de 240 bact/gr, y aumento hasta >1600 bact/gr a los 150 dias de

incubacién. Otro hidrocarburo también usado por estas bacterias fue el petrdleo

crudo del Ixtoc I, en el cual a los 16 dias presento un crecimiento de 33 bact/gr: a

los 60 dias, de 79 bact/gr, y a los 150 dias aumento hasta 130 bact/gr. En los

demashidrocarburos no hubo un crecimiento tan alto como en los dosanteriores

e incluso hubo 2 hidrocarburos (el benzoapireno y el 2-metilnaftaleno) en los

cuales no se registré crecimiento ni al principio ni al final del tiempo de incubacion.
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En la almeja Vesicomya gigas se presentaron los valores maximos de

crecimiento en el hidrocarburo n-hexadecano: a los 16 dias de incubacién hubo un

crecimiento de 33 bact/gr, a los 60 dias fue de 130 bact/gr, y aumentd a los 150

dias hasta 240 bact/gr. En el petrdleo crudo delIxtoc | el crecimiento a los 16 dias

fue de 13 bact/gr, se increment6 a 23 bact/gr a los 60 dias y llegé hasta 130

bact/gr a los 150 dias de incubacién. En el caso de los demas hidrocarburos se

present6 crecimiento, pero no tan marcado como enel n-hexadecano petrdleo

crudo del!Ixtoc|.

En la muestra de sedimento no compactado que contenia Beggiatoa spp.,

a los 16 dias de incubacién no hubo crecimiento en ninguno de los hidrocarburos

empleados; para los 60 y 150 dias de incubaci6n se registré crecimiento en 3 de

los hidrocarburos: petrdleo crudo del Ixtoc |, n-hexadecano y n-dodecano. En los

demas hidrocarburos que son aromaticos no se registré crecimiento; esto

posiblemente se debid al poco tiempo de incubacion transcurrido.

En la muestra a partir de la concrecién nodular hueca se observo

crecimiento en la mitad de los hidrocarburos utilizados, y fue en el petréleo crudo

del Ixtoc | en el cual se registr6 el mayor crecimiento (33, 49 y 49 bact/gr para los

16, 60 y 150 dias respectivamente). También en n-hexadecano hubocrecimiento,
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el cual fue de 23 bact/gr para los 16 dias de incubacidn; no hubo diferencia entre

los 60 y 150 dias, ya que el crecimiento se mantuvo constante en 33 bact/gr.

Para la muestra de la roca sedimentaria, el petrdleo crudo delIxtoc | fue en

el cual se desarroll6 mas crecimiento, ya que a los 16 dias fue de 23 bact/gr; este

numero se mantuvo igual a los 60 dias y fue hasta los 150 dias de incubacién que

se increment6 a 130 bact/gr. Para el hidrocarburo n-hexadecano hubo un

incremento de 23 bact/gr a los 16 dias, y hasta 79 bact/gr a los 150 dias.

La importancia de comparar los 3 tiempos de incubacién en los que se

hicieron las lecturas del crecimiento estriba en que para algunas muestras y para

algunos hidrocarburos, como es el caso del hidrocarburo n-hexadecano y de la

almeja Nuculana grasslei hubo un incremento considerable en las tres veces que

se cuantificd. Por lo contrario hubo otros hidrocarburos, en los que el numero de

bacterias se mantuvo constante o en los que el incremento en el tiempo fue

minimo.
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Il!.1.1 Crecimiento

En la figura 7 observamoslos resultados obtenidos para el crecimiento a

partir de bacterias aisladas de la almeja Nuculana grasslei en la que se utiliz6 al

hidrocarburo n-hexadecano comofuente de carbono y energia.
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Figura 7. Curva de crecimiento de las bacterias aisladas a partir de la almeja

Nuculanagrasslei en el hidrocarburo n-hexadecano.

Para saber si existia diferencia significativa entre las repeticiones y el

testigo se procedio a realizar un analisis de varianza y una prueba “t” (Zar,1984),

las cuales se resumenen el ApéndiceB.
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Como ya se explicd en la seccién 1.3.2.1, se procedié a realizar los

experimentos durante 7 dias y a continuacién se analizaron los datos obtenidos,

primero a través de un andalisis de varianza para ver si habia diferencia entre las 5

repeticiones y comprobar si realmente se podian considerar comotales.

Con el analisis de varianza se comprob6 que no habia diferencia

significativa entre ellas y que por lo tanto todas se podian considerar como

repeticiones. Posteriormente se procedié a hacer una prueba “t’; para esto

primero se eligid una repeticion al azar y se comparé con el testigo, luego se

analizaron dos repeticiones y finalmente la media de todas las repeticiones. Los

resultados de estas pruebas mostraron que no habia diferencia significativa entre

el testigo y las repeticiones, lo cual corrobora lo mostradoenla figura 7.

i1!.2 Aislamiento de cepas bacterianas que utilizan n-hexadecano

Comoresultado del aislamiento de las cepas bacterianas aisladas a partir

de Nuculana grasslei en n-hexadecano,enla tabla IIl se observan las pruebas a

las que fueron sometidas las cepas. Las cepas aisladas se designaron como: H

que indica n-hexadecano y Ng, que indica la almeja Nuculana grasslei, el

numero indica el numero de colonia seleccionada, teniendo en total 10 cepas
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aisladas, que se denominaron dela siguiente manera: HNg18, HNg19, HNg22,

HNg23, HNg24, HNg25, HNg26, HNg29, HNg31, Hng32.

En la tabla Ill se observa que: a) todas las cepas fueron bacilos

gramnegativos; b) son catalasas positivas; c) todas presentaron crecimiento a 18°

y 28°C de temperatura; d) todas presentaron crecimiento a 60%de NaCl; e) 9 de

las 10 no oxidan ni fermentan la glucosa en el medio utilizado.
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iV. DISCUSION

El desarrollo de este trabajo es de gran interés e importancia ya que la

cuenca de Guaymas es un area unica en la cual ocurren de manera natural y

continua filtraciones de hidrocarburos que ofrecen la oportunidad de estudiar sus

efectos en este lugar del mar profundo.

En el presente estudio se encontro que de acuerdoa la técnica del NMP,

los hidrocarburos que presentaron el mejor crecimiento bacteriano fueron el n-

hexadecanoy el petrdéleo del Ixtoc |, donde el primero fue el que preferentemente

utilizaron estas bacterias, y a que presentd crecimiento en todas las muestras.

Este hidrocarburo ha sido detectado en la fosa de Guaymas, lo que podria

favorecer un preacondicionamiento bacteriano para su utilizacién, ya que se ha

demostrado que los hidrocarburos alifaticos son utilizados como fuente de

carbonoporbacterias de esta area (Simoneit, 1985a; Bazylinski et al, 1988)

Algo que es muy relevante de las numeraciones por el numero mas

probable esel crecimiento presentadoa partir de las almejas Nuculana grasslei y

Vesicomya gigas (tabla Il). La primera almeja no es excepcionalmente grande,

presenta aparato digestivo y carece en las branquias de_ bacterias

quimioautotroficas simbidticas del tipo que presentan las almejas como
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Calyptogena spp. y Bathymodiolus spp, aunque se ha observado que presenta

otro tipo de bacterias que no hansido estudiadas (Allen, 1993). La segunda es un

organismo que presenta intracelularmente en las branquias  bacterias

quimioautotroficas simbidticas y que puede habitar zonas con filtraciones de

hidrocarburos (Fisher, 1990).

Lo interesante de estas dos almejas es que se encuentran en la fosa de

Guaymasen zonasconfiltraciones de petrdleo de origen hidrotermal, al cual han

estado expuestas en forma continua, lo cual podria ser letal para otros tipos de

organismos. Las bacterias presentes en ellas las ayudan en el proceso de

desintoxicacién de los hidrocarburos presentes asi como en la alimentacién de

estas almejas. Esto es una ventaja sobre otro tipo de organismos que pretendiera

colonizar este ecosistema.

Hasta la fecha, en la fosa de Guaymas solo se han hecho estudios de

bacterias que han sido aisladas a partir de muestras de sedimento y no se ha

publicado nada en el que se mencione que hayan trabajado con algo parecido o

igual a lo desarrollado enesta tesis.

Como se puede apreciaren la tabla Il, el mayor crecimiento se registré en

los alcanos (n-hexadecano y n-dodecano)y en el petréleo crudo del Ixtoc I, que es
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una mezcla de hidrocarburos aromaticos y de alcanos; asimismo, el menor

crecimiento bacteriano se presenté en los hidrocarburos aromaticos empleados;

esto coincide con los resultados de Goetz y Jannasch (1993) con muestras de

sedimentos de la fosa de Guaymas, en donde encuentran que las bacterias

utilizadoras de alcanos son mas numerosas que las que utfilizan a los

hidrocarburos aromaticos.

Otro punto que también podemos destacares lo que paso con las muestras

de sedimentos(tabla II) en las que no se detect6 crecimiento o éste fue muy bajo.

Sin embargo Bazylinski et al. (1989) encontraron y aislaron bacterias en forma de

bacilos gramnegativos a partir de muestras de sedimentos. Asimismo Bazylinski et

al. (1988) encontraron muestras que contenian petroleo hidrotermal de origen

reciente, por lo cual suponen que posiblemente no se haya establecido una

poblacion bacteriana significativa capaz de degradar estos hidrocarburos. Algo

semejante creemos que pudo haber pasado con Jas muestras que presentaron

nulo o escaso crecimiento. O que posiblemente no existia petrdleo en el lugar en

el que se tomaron las muestras de sedimento.

Comoya se indicé en la metodologia todas las muestras fueron obtenidas

en lugares con temperaturas de 18° a 28°C y esto concuerda con el estudio

realizado por Bazylinski et al. (1989) que encontraron microorganismos
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mesofilicos y aerobios aislados de sedimentos y del agua encima de estos, que

eran capaces decrecerincluso a bajas temperaturas. Esto no es sorprendente, ya

que muchos de los sedimentos tienen temperaturas moderadas y bajas,

particularmente cerca de la superficie donde el petréleo sale a la superficie del

fondo del mar (Simoneit, 1985a; Simoneit y Lonsdale, 1982). Estos autores

encontraron que en ciertas muestras no habia evidencia de biodegradacidén,

posiblemente por la toxicidad de ciertos componentes del petrdleo y el acceso

fisico a los depédsitos de hidrocarburos (Simoneit, 1985a) asi como la temperatura

que deben de jugar un papel significativo en la utilizacién de hidrocarburos en la

cuenca de Guaymas.

Con respecto a los resultados obtenidos del crecimiento, como ya se

explicd en la metodologia se us6 la cuenta viable con medio ZoBell, y como se

aprecia en la la figura 7, el crecimiento del testigo utilizado casi igual6 al

crecimiento que presentaron las repeticiones. Una posible explicacién a esto es

que alguno de los compuestos utilizados para preparar el agua de marartificial

(Lyman y Fleming, 1940), con la cual se preparé el medio mineral que se uso en

los experimentos, haya estado contaminada con algun substrato que las bacterias

hayan sido capaz deutilizar; otra posibilidad seria que el reactivo trizma base

usado para preparar el buffer tris-HCIl, haya estado contaminado y que las

bacterias lo utilizaran como fuente de carbono. Otra posibilidad podria ser que, a
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pesar de la técnica empleada,(centrifugacién del indculo y lavados consecutivos

para eliminar el hidrocarburo), este no haya sido totalmente removido y al

momento de agregar el inéculo a las botellas con las repeticiones y al control

todavia llevara hidrocarburo que sirviera como fuente de carbonoy energia.

En cuanto a las cepas aisladas de la almeja Nuculana grasslei en el

hidrocarburo n-hexadecano todas fueron bacilos gramnegativos, ninguna crecié a

4°C, todas crecieron a 18° y 28°C, y 9 cepasfueron inertes en el medio O/F y una

oxidé y fermento la glucosa del medio O/F, en base a esta informacién 9 de las

cepas probablemente pertenezcan al género Pseudomonas y la cepa

fermentadora podria estar incluida en el género Vibrio (Bergey, 1984).

Hasta la fecha no se han hecho trabajos en los que se hayan identificado

estas bacterias, por lo que no se conoce con precisi6n los géneros a los que

pertenecen.
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V. CONCLUSIONES

a)

b)

d)

Se muestra por primera vez la presencia de bacterias utilizadoras de petrdleo e

hidrocarburos alifaticos y aromaticos en moluscos bivalvos que habitan en el

sedimento de la zona hidrotermal de la fosa de Guaymas.

La enumeracion de bacterias con la capacidad para utilizar hidrocarburos

arrojO mayores concentraciones cuandose utilizé n-hexadecano como fuente

de carbono, pudiéndose detectar que fluctua entre 4 y >1600 bacterias/gramo.

El crecimiento de bacterias utilizadoras de hidrocarburos fue demostrado en

todos los habitats estudiados, siendo sin embargo los moluscos en donde se

registraron las mayores concentraciones.

En los hidrocarburos aromaticos empleados se registr6 un bajo crecimiento,

siendo el dimetilnaftaleno en donde se registran crecimiento en todos los

habitats estudiados, salvo en el sedimento.

El crecimiento registrado en las muestras de sedimentos estudiadas fue muy

escaso o nulo, por lo que la presencia de bacterias utilizadoras de

hidrocarburos en las muestras de moluscos no pudieron provenir de este
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habitat. Esta observacién refuerza la idea de que las bacterias detectadas en

los moluscos desempefan una funcién en asociaci6n con ellos.

Las caracteristicas morfolégicas y fisiol6gicas de las bacterias aisladas a partir

de n-hexadecano en la almeja Nuculana grasslei indican que estas bacterias

pudieran pertenecer a los géneros Pseudomonas (no fermentativas) y Vibrio

(fermentativa).
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APENDICE A

PREPARACIONDE MEDIOS DE CULTIVO Y DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

1.- Preparaci6n de agua de marartificial

Agua de marartificial o medio mineral concentrado (2.5 veces) (Lyman y

Fleming, 1940).

Concentracién en gramos para preparar10 litros de agua de marartificial.

 

 

Compuestos Peso(grs.)

Fluoruro de sodio (NaF) 0.075

Cloruro de estroncio hexahidratado (SrCl, - 6H,O) 0.6

Acido bérico (H3BO3) 0.65

Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,) 2.25

Bromuro de potasio (KBr) 2.4

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 4.8

Cloruro de potasio (KCI) 16.5

Nitrato de amonio (NH,NO.) 18.00

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, 2H,O) 15.00

Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl, - 6H,O) 124.00

Cloruro de sodio (NaCl) 587.5

Sulfato de sodio (Na,SO,) 97.5
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Preparacion:

1.- Pesar y disolver por separado en la minima cantidad de agua destilada cada

uno de los compuestos en el orden indicado para evitar que precipiten y

afadirlos en un recipiente de 20litros de capacidad.

2.- Al afiadir el cloruro de calcio adquiere un color blanquecino.

3.- Completar el volumen a 10 litros.

4.- Homogenizar con un agitador magnético.

2.- Preparacion de la solucién amortiguadora de TRIS-HCI (TRIS-

HIDROXIMETIL AMINO-METANO, THMAM)

 

 

Compuesto Cantidad

Tris base (Trizma) 0.12 gr

Aguadestilada 80 ml
 

Pesar el Tris base disolver con el agua destilada. Ajustar el pH a 7.5

usando HCl concentrado, llevar a un volumenfinal de 100 ml. con agua destilada.

Se utilizan 10 ml. de la solucién amortiguadora para cadalitro de medio de cultivo.
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3.- Medio mineral para bacterias degradadoras de petrdleo

 

 

Compuestos Cantidad (ml)

Agua de marartificial concentrada 200

Agua destilada 800

Cloruro férrico 1

Tris-HCl 10
 

Para preparar1 litro:

1.- Mezclar el agua de marartificial concentrada, agua destilada y cloruro férrico.

Ajustar pH a 7.5 y adicionar Tris-HCl como amortiguador.

2.- Filtrar con filtros de policarbonato Nucleopore de 0.2 um. de poro.

3,- Esterilizar 15 minutos a 15 gr/cm’ de presion y 121°C.

4.- Para solidificar este medio se le agregan 13 gr/l de agar bacteriolégico; se

esteriliza igual y se vacia en cajas de Petri esteriles.
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5.- Medio de cultivo ZoBell, 2216 (Oppenheimer y ZoBell, 1952)

 

 

Compuestos Cantidad

Bacto-peptona 5 gr

Extracto de levadura 1 gr

Sol. de cloruro férrico (0.1%) 1 ml

Agarbacteriolégico 13 gr

Agua de mar envejecida 750 ml

Aguadestilada 250 ml
 

Poner el agua de mar envejecida a un matraz Erlenmeyer, pesar los

ingredientes colocarlos de uno en unoy agitar, colocar el agua destilada y ponera

hervir hasta que se disuelva el agar, taparlos con papel aluminio y esterilizar 15

minutos a 15 gr/cm’, 121°C. Dejar enfriar hasta 50°C. Vaciar en cajas de Petri

estériles.

Pruebas Fisiolégicas

6.- Salinidad

El objetivo de esta prueba es conocerlos requerimientos y la tolerancia de

las cepas silvestres con respecto a la salinidad.
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Método: Se utiliz6 el medio ZoBell como base, con las siguientes

concentraciones de NaCl:

0 %o medio ZoBell hecho con agua destilada

60 %o medio ZoBell hecho con agua destilada + 60 gr/l de NaCl

100 %o medio ZoBell hecho con agua destilada + 100 gr/l de NaCl

Se esteriliza a 15 gr/cm* 121°C durante 15 min. Se vacian en cajas Petri;

se inoculan las cepas y se incuban a 28°C.

7.- Temperatura

Su objetivo es conocerla tolerancia y el rango de temperatura en el cuallas

cepas presentan o no crecimiento.

Método: Se utilizé medio ZoBell preparado normal, se vierte en cajas de

Petri, se inoculan y se incuban a 4°, 18°, 28°, y 41°C.
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Pruebas Bioquimicas

8.- Prueba de oxidacion-fermentacion

Su objetivo es determinar el metabolismo oxidativo o fermentativo de un

hidrato de carbono. La utilizacién que una bacteria hace de los hidratos de

carbono tiene lugar por alguno de los dos procesos, de fermentacién o de

oxidacién. Algunas bacterias son capaces de metabolizar un hidrato de carbono

(manifestado por la produccién de acido) sdlo en condiciones aerdébicas, mientras

que otras producen acido tanto aerébica como anaerdébicamente. La fermentacién

es un proceso anaerdbico y la oxidacién aerdédbico. Muchas bacterias pueden

crecer con ambostipos de metabolismo y se denominan anaerobias facultativas.

Método: Se utilizo el medio O/F Basal Medium (Difco®). Con 2 tubos uno

sellado con aceite mineral estéril y cerrada la tapa de roscay el otro abierto.
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Compuestos Cantidad

Bacto-triptona 2 gr

NaCl 5 gr

Fosfato dipotasico 0.3 gr

Bacto-azul de bromotimol 0.08 gr

Bacto-agar 2ogr

Agua destilada 1000 ml

Dextrosa 10 gr

Agua destilada 100 ml
 

Para rehidratar el medio suspenda 9.4 gr en 1000 ml de agua destilada,

para que quedara en 1.5% se le adicionéd 1 gr mas de NaCl, se calentd hasta

hervir para disolver completamente. Se esteriliz6 15 min. a 15 gr/cm? de presién

(121°C). Dejar enfriar el medio hasta 45°C y agregar por cada 100 ml de medio

estéril, 10 ml de una solucién de dextrosa al 10% esterilizado porfiltracion con un

filtro de 0.2 um de tamafo de poro (Sterile Acrodisc Gelman Sciences®).

Asépticamente distribuir a los tubos con tapa de rosca estériles 5 ml del medio.

Enfriar antes de su empleo y refrigerar para su conservacion (4° a 10°C). Con una

aguja de inoculacién tomar una parte de un cultivo de 18 a 24 hr y realizar una

puncién hasta el fondo. Se incubd 4 dias a 35°C y se registré el cambio de

coloracién. Mediante esta prueba se puede observar también la movilidad.



60

Lectura:

Es una Oxidacion (O) cuando hay produccién de acido y el medio cambia a

amarillo en los frascos abiertos.

Es una Fermentacién (F) cuando hay produccién de acido y el medio

cambia a amarillo en los frascos sellados con aceite mineral.

Ni fermentan ni oxidan la glucosa (—) cuando el medio quedaigual (verde).

Movilidad: Con movilidad (+) crecimiento que se aleja de la linea de

puncion; sin movilidad (—) crecimiento limitado a la linea de puncidn.

9.- Prueba de la Oxidasa (Kovacs) cuentagotas (BBL°)

Su objetivo es determinar la presencia de enzimas oxidasas.

Método: Se utilizé el reactivo de Kovacs Oxidasa (BBL®), que es una

soluci6n acuosa al 1% de dihidrocloruro de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina.

Para realizar la prueba, agregue unas gotas del reactivo sobre unatira de papel

filtro. Estrie un asa cargada conbacterias de un cultivo de maximo 24 hrs, sobre el

papelfiltro saturado de reactivo, utilizando un asa de platino o un aplicador de .

maderaesteéril.
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Lectura: En las reaccionespositivas, las bacterias viran a un color violeta o

purpura en forma inmediata o dentro de los 10 a 30 segundos. Si la prueba es

negativa no habra coloraci6n.

10.- Prueba de la Catalasa

Su objetivo es comprobarla presencia de la enzima catalasa.

Método: Con una aguja de inoculacién tomar una parte de un cultivo de

maximo 24 hrs. y colocar sobre un portaobjetos limpio. Agregar una gota de H,O,

al 30% sobreel cultivo, usar una pipeta Pasteur o un gotero.

Noinvertir el orden del método porque pueden producirse resultados falsos

positivos. No mezclar con la aguja o el asa de inoculaci6n.

Lectura: Prueba positiva observarla inmediata formacion de burbujas bien

visibles (formacién de O,).

Prueba negativa no hay formacién de burbujas (no se forma O,).
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APENDICE B

Resumen de las tablas de varianza y t para los experimentos de
crecimiento realizados.

TABLA I-B. Analisis de varianza realizada entre las repeticiones para ver
diferencias entre las mismas y si pueden ser consideradas como

 

 

tales.

Fuente de Cuadrados

variacién medios g.|. F P

Efecto 0.024156 4 0.005541 0.999936

Error 4.359098 40

 

TABLA II-B. Prueba t realizada para el logaritmo de una de las repeticiones y el
logaritmo del testigo para ver diferencia entre ellas.

 

Media Media Desv. Est. Desv. Est.

Grupos LogB3 Testigo t g.l. P LogB3 Testigo
 

LogB3 vs. 5.205578 5.179446 0.029972 16 0.976460 2.047666 1.627539

Testigo
 

TABLA III-B. Prueba t realizada para el logaritmo de dos repeticiones y el
logaritmo del testigo.

 

Media Log Media Desv.est. Desv.est.

Grupos B3-B5 Testigo t g.l. P LogB3-B5 Testigo
 

LogB3-B5 5.268678 5.179446 0.114759 25 0.909553 2.021915 1.627539

vs. Testigo
 



63

TABLA IV-B. Pruebat realizada para ellogaritmo de la media de las 5 repeticiones
y el logaritmo deltestigo.

 

Media Media Desv.est. Desv.est.

Grupos LogMed Testigo t g.l. P LogMed Testigo
 

LogMed 5.287622 5.179446 0.123389 16 0.903336 2.066073 1.627539

vs.

Testigo
 


