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BACTERIAS DE LA FOSA DE GUAYMAS CON CAPACID ARA UTILIZAR
HIDROCARBUROS

Resumen aprobado por:

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 por Mills et al., (1978) en dos
almejas (Nuculana grasslei y Vesicomya gigas), en sedimentos no
compactados; en una concrecion nodular hueca, y en una roca sedimentaria. Las
muestras se obtuvieron tanto en la depresién sur como en la depresién norte de la
fosa de Guaymas ubicada en la parte central del Golfo de California. Como fuente
de carbono y energia se utilizaron los hidrocarburos, n-hexadecano y n-dodecano
(alifaticos), dimetilnaftaleno, fenantreno, 2-metilnaftaleno, pireno, naftaleno,
perileno, benzoapireno (aromaticos) y el petréleo crudo del pozo Ixtoc |. Todas las
muestras se incubaron a 28 + 2°C y se registrd su crecimiento a los 16, 60 y 150
dias de incubacion.

Las mayores concentraciones de BH se registraron en las muestras de las
almejas N. grassleiy V. gigas cultivadas en n-hexadecano (>1600 BH/gr y 240
BH/gr respectivamente). Esta concentracién 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 GUAYMAS BASIN 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 show for the 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 ¢l cambio conlleva el riesgo del fracaso,
esa es la principal razéon del temor a la 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 gsanar:
Y perder, no siempre significa estar derrotado.

1ories Shah.

No siempre la cima significa victoria. No puede hablarse de
triunfo refiriéndose a la serpiente que arrastrandose ha llegado a la
cresta de la montana cuya majestad ignora. El hombre no es tan sélo
el rey oe la creacion, por la chispa divina del pensamiento; lo es, por
ser el unico que lucha por un 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 agitase en
contorsiones de reptil bajo sus pies alados.

Y dice a los jovenes que toda brega por un local es santa, aunque sea
ilusorio ¢l resultado; que es loable seguir su temperamento y pensar con cl
corazdn, si ello contribuird a crear una personalivad firme; que todo germen de
romanticismo dcbe alentarse, para enguirnaldar de aurora la tmica primavera
que no vuelve jamas.

Y a los maduros, cuyas primeras canas salpican de ofoio sus Mmas
vechementes quimeras, instisalos a custodiar sus ideales bajo el palio de la mas
severa Oignidad, frente a las tentaciones que conspiran para encenegarlos en la
Estigia donde se abisman los mebdiocres.

Y en el gesto del bronce parece que el Ioealismo decapitara a la
Mediocridad, entregando su cabeza al juicio de los siglos.

José Ingenieros.



DEDICATORIA
A wmio padnes; Ada ¢ Joog 4. porn gue a pesan de todas las aduersidades. sicmpre
eneyenon en mi ¢ en gue podia salin adelante...

A mi esposo Veston por cu amon, compaiiia 4 paciencia cuando las cosas andaban
de cabeza...  Graciao!

A mis benmanos: Ulises, Guadalupe, Pedno, Juan Manuel, Sonia 4 Adobfo porgue
a pesan de sen como son y la difenencia de edades entne ustedes ¢ yo loo guiens pon igual.

A la pegueia Fitima porgue o necuendo me Uenaba de alegria en lao lornas de

A wii amiga Fantasma de toda la wida “Fabiolette” porgue a pesan de la distancia

A Ada Gpe., Paola, Valenia 4 Ada M. gue mds que tia g s0brinas siempre fuinoe
como henmanas, pon todas las thavesunas gue haciamos de wiias ¢ ya de grandes también.

A Leti pon todos los “jalones de oneja’, los consejos ¢ aobne tode pon todo el duimo
gue slempre me diste para salin adelante 4 no dejarme vencer.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Marcial Leonardo Lizérraga Partida por la direccién de ésta tesis y por el apoyo

que me brinds para la finalizacién de la misma.

A una nueva beca llamada “Mamacyt”, sin la cual realmente no hubiera sido posible

ferminar mi fesis jGracias Dofa Adal...

Gracias S. J. y S. M. por sacarme de fodos los apriefos en los que me meli y mas que

nada gracias a Ti por fodo lo que has hecho por mi...

A mis sinodales: M. en C. Ana Maria Escofel Giansone, Dr. José de Jestis Paniagua
Michel, Dra. Diana Tenfori Santa Cruz y Dr. Efrain Abraham Guliérrez Galindo, por los

comentarios para que el escrito de esta tesis se llevara a su fermino.

A las bibliotecarias del C.I.C.E.S.E., en especial a Lupita Morales y a Maria Cecilia

Gonzélez, por el servicio tan rapido cuando urgian los arficulos.

Al M. en C. Néstor Valles Villarreal, técnico del laboratorio de peliculas delgadas, por

foda la ayuda prestada durante los experimentos y escritura de ésta fesis.

A Lupita Vargas Cardenas, técnico del laboratorio de Biotecnologia Marina, por la ayuda
que me brindé al inicio de mi fesis, al Ing. José Maria Dominguez Olachea y al dibujante

técnico Francisco Javier Ponce por la elaboracién de los dibujos que aparecen en ésfa tesis.

Al Oceanslogo César O. Almeda por su ayuda en la digitalizacién de las fiquras, asi

como también en la impresién de la version final de ésta fesis.



A mis comparieros del laboratorio de Biotecrologia Marina: Edna Sénchez, Lya Romero,
Amelia Portillo y especialmente a Marco Lépez por el tempo que dedics a la revisién del

manuscrito y a la ayuda en el frabajo de laboratorio.

A los esclavos Fausto Arellano y Dahen Gémez por su ayudadita al inicio de la fesis y

por las horas divertidas cuando el frabajo se hacia tedioso.

A la M. en C. Elena Solana, Dr. Héctor Echavarria, Dr. Horacio de la Cueva y M. en C.
Ana Maria Escofel por defenderme cuando més lo necesitaba, muchas gracias por toda su ayuda

desinferesada.

Muy especialmente a Don Vicente Ferreira por su sincera amistad, por el tiempo que
dedicé a escucharme cuando andaba en la depre y a jalarme las orejas cuando lo necesitaba

para salir adelante.

A mis compaieros de la Generacisn del 93, y especialmente a mis amigas de desvelos en
las buenas y en las malas: Leticia Espinosa, Elia Montiel, Lupita Burboa y Marisela Aquilar por
su desinferesada ayuda y &nimos cuando méas lo necesitaba. A mi compafiera de casa por alqunos
afios Soledad Arocena, por los fiempos en los que nos llevdbamos de maravilla y eramos como

hermanas.

A los amigos de ofras generaciones: AIf Meling (por la revisién del borrador y por ser mi
testigo...), Luis Enrique (ex-compaiiero de laboratorio), Luis Miranda “fodavia no lo he perdonado”,

al Unai por loco. Y especialmente al Dr. Jorge Zavala porque sin su ayuda no me hubiera

quedado en el CICESE.

A los amigos y amigas de ofros deparfamentos: Luis Zavala, Amparo Rodriguez,
Veneranda Garcés, Rodolfo Cortés, Pablo Loza, Karla Pacla Garza, José Cuauhtémoc Samanieqo,

Martha Rivera y Jaime y Cuauhtémoc Arfeaga, especialmente a Manuel Garcia y Victor Coello



mis cufados del alma a poco pensaron que me habia olvidado de ustedes pues No con fodo lo

fastidiosos que son quien podria olvidarlos. Y a ofros que de repente se me escapan.

A don Porfirio por mantener limpia mi &rea de trabajio y a Gerardo por hacerme

compaiia en la noche contandome cuentos de espanfo para asustarme.

Al Centro de Investigacién GCientifica y de Educacién Superior de Ensenada por

permitirme trabajar en sus instalaciones.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.



CONTENIDO

Pagina
l. INTRODUCCION. 1
1.1 Antecedentes generales. 1
I.1.1 Origen y caracteristicas del petroleo y sus derivados en el
mar.
1.2 Descripcion del ecosistema de ventilas hidrotermales.
I.3 Antecedentes y caracteristicas de la fosa de Guaymas. 12
I.4 Objetivos. 17
Il. MATERIALES Y METODOS. 18
I1.1 Descripcion del area de estudio. 18
[1.1.1 Areas de muestreo. 20
I1.2 Trabajo de campo. 21
11.2.1 Colecta de las muestras. 21
I1.2.2 Procesamiento inicial. 22
I1.3 Trabajo de laboratorio. 23
11.3.1 Enumeracién bacteriana. 23
11.3.2 Crecimiento. 24
I1.3.2.1 Obtencion de curvas. 24
I1.3.2.2 Sistema experimental. , 25
11.3.3 Aislamiento de cepas bacterianas que utilizan n-
hexadecano. 26
11.3.4 Procesamiento de datos. 28
Ill. RESULTADOS. 29
I1I.1 Enumeracién bacteriana. 29
111.1.1 Crecimiento. 33

I11.2 Aislamiento de cepas bacterianas que utilizan n-hexadecano. 34



IV. DISCUSION.
V. CONCLUSIONES.

LITERATURA CITADA.

APENDICE A.
APENDICE B.

37
42
44
53
62



LISTA DE FIGURAS

Entrada de petroleo al medio marino.

Mapa de localizacion de ventilas hidrotermales que han sido

estudiadas. (Tomado de Tunnicliffe, 1992).

Esquema de una ventila hidrotermal en general. (Tomado de
Tunnicliffe, 1992).

Esquema de una ventila hidrotermal en la fosa de Guaymas.

Localizacion 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).

Sistema experimental: a) botella de vidrio, b) tapén de
neopreno, ¢) manguera, d) distribuidor de aire, €) bomba para

acuario, f) filtros hidroéfobos, g) valvula de seguridad.

Curva de crecimiento de las bacterias aisladas a partir de la

almeja Nuculana grassleien el hidrocarburo n-hexadecano.

10

14

19

26

33



LISTA DE TABLAS

Resumen de las areas de muestreo.

Cuantificacion de bacterias utilizadoras de hidrocarburos
(Bact/gr) de diferentes fuentes (muestras), a los 16, 60 y 150

dias de incubacion.

Resultados de las pruebas realizadas a las cepas aisladas a
partir de la almeja Nuculana grasslei en el hidrocarburo n-

hexadecano.

21

30

36



BACTERIAS DE LA FOSA DE GUAYMAS CON CAPACIDAD PARA UTILIZAR

HIDROCARBUROS

I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

Las bacterias presentan un amplio espectro metabélico 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) realizé una revision de los trabajos existentes en donde
sefald 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 utilizacion microbiana de los hidrocarburos era dependiente de la
naturaleza quimica de los componentes dentro de la mezcla de petréleo, asi como

de las condiciones ambientales.



A partir de ahi se han realizado otros estudios sobre la potencialidad de los
microorganismos para degradar hidrocarburos 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 petréleo crudo parafinico y uno
definido quimicamente como mezcla de hidrocarburos, encontrando en un periodo
de dos semanas una degradacion de mas del 60% del petréleo 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 petréleo que las bacterias de
sedimentos. Los cultivos de agua y sedimento contenian Pseudomonas spp. y
Acinetobacter spp. Las bacterias presentes en el agua mostraron una mayor
degradacion 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
petréleo. La mayoria de las especies utilizaron como Unico recurso de carbono y
energia el naftaleno, 2-metilnaftaleno y 2-etilnaftaleno. Asimismo encontraron que
sb6lo una creci6 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

organismaos.

Esta diversidad de bacterias encontrada en los estudios antes sefalados
era esperada, puesto que tedéricamente no puede existir una sola especie capaz
de degradar a las diferentes fracciones y componentes que constituyen a los

hidrocarburos fésiles.



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

Existen varias rutas por las cuales el petroleo 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
petréleo mar adentro, refinerias y sistemas de desagtie, rios y desechos urbanos,
otras actividades de transporte y accidentes de tanques) 6 por aportes naturales
(filtracion 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 afo (Floodgate, 1972).

Los hidrocarburos del petroleo constituyen un grupo especifico dentro de la
amplia variedad de hidrocarburos existentes. Pueden estar subdivididos en varios

grupos mayores desde ligeros, gaseosos (Cq - Cg), a hidrocarburos liquidos
volatiles (Cg - C14) y finalmente aquellos de alto peso molecular (> C14) (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 petréleo crudo es una mezcla de alcanos
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(saturados), cicloalcanos (aliciclicos), aromaticos y policiclicos junto con unas
cantidades variables de nitrégeno (0-1%), oxigeno (0-5%) y azufre (0-10%)
(Floodgate, 1984). Todos son contaminantes ambientales, pero los hidrocarburos

aromaticos también son conocidos como carcinégenos (Cerniglia, 1984).

En general, el petréleo crudo asi como sus diferentes fracciones vy
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 téxico 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 petréleo 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 denominadas ventilas
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 deteccion se debi6 al empleo de termdmetros
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y a filmaciones de operacion 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 magma vy las bajas temperaturas que prevalecen en el fondo oceanico (2°C)
generan la circulacion 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 (H,S) (Felbeck y Somero, 1982).

Las condiciones que prevalecen en estos ecosistemas se consideran
desfavorables para la proliferacion de la vida. No obstante, los organismos que
habitan estos ecosistemas han adoptado estrategias de adaptacion de tipo
anatomico, trofico, 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 mar se 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 mar del ambiente. (Felbeck y Somero, 1982; Austin, 1988).

Todos los organismos requieren energia, electrones para la transferencia
de energia y carbono para la construccién de componentes organicos. El término
quimiosintesis indica que la energia para la biosintesis, principalmente la
transformacion de carbono inorganico a organico, es proporcionado por una
oxidacion 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 vy

Nelson, 1984).
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Existen tres sitios dentro de las emanaciones, en los cuales se localiza 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 heterétrofa tipica de zonas de interfase, que requiere
azufre inorganico reducido y oxigeno libre disuelto (Jannasch et al., 1989), y C) en
asociaciones simbidticas de procariontes quimiosintéticos con invertebrados
marinos, los cuales se encontraron por primera vez dentro del tejido del trofosoma
de Riftia pachyptila un gusano tubicola gigante, que vive alrededor de las areas
de ventilas hidrotermales en el mar profundo. En este organismo se descubrieron
enzimas tipicas del ciclo de Calvin-Benson con lo que se demostro la presencia de
bacterias quimioautotréficas (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

(Cavanaugh et 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 lieva a considerar
el posible papel de estos microorganismos en los procesos de desintoxicacion de
zonas contaminadas (Prieur y Jeanthon, 1987) y su utilizacién en la recuperacion

terciaria de petréleo (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
depresion 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 mesodfilas (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 fenémeno 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 como resultado que el espesor medio del sedimento sea de 100 m (Simoneit et
al,, 1979); aunque existen zonas donde la sedimentacion 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 petréleo de manera casi instantanea en
tiempo geolégico <5000 afos, por la accién 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 petroleo (Simoneity Lonsdale, 1982;
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Simoneit 1983, 1984, 1985a). Estos productos consisten en hidrocarburos
aromaticos y alifaticos de la gama de la gasolina y en mayor cantidad de material
asfaltico polar residual (Simoneit y Lonsdale, 1982). La composicion de este
material incluye hidrocarburos aromaticos polinucleares (PAH) y pequefias

cantidades de olefinas (Simoneit y Lonsdale, 1982; Simoneit, 1985a).

El petréleo fue detectado por primera vez en 1972, en muestras de
sedimentos de la depresion norte de la cuenca de Guaymas (Kawka y Simoneit,
1987). Subsecuentemente, se han analizado numerosas muestras de sedimentos
de las depresiones norte y sur en las cuales también se ha encontrado petréleo 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 grassleiy Vesicomya gigas) de la fosa de Guaymas. Su enumeracion

permitiria demostrar que los hidrocarburos producidos por el fenémeno
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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, concrecion
nodular hueca, y roca sedimentaria) de la zona de chimeneas hidrotermales de la

fosa de Guaymas.

Constituir una coleccién de microorganismos utilizadores de hidrocarburos

aislados en esta zona, para posibles desarrollos biotecnolégicos.



Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Descripcion del area de estudio

El 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 por dos valles de fallas: 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 tectbnicamente activo, lo cual resulta
en un alto flujo de calor, que localmente excede de 1.2 W/m? (Lawver et al., 1975;

Curray et al., 1982).
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Figura 5. Localizacion geografica del area de estudio: a) mapa del Golfo de
California (Simoneit, 1985b). b) Mapa batimétrico de la depresion 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 localizacion de los 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 depresion 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 depresién sur, y con el brazo mecanico del submarino se
muestre6 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 bll). Las almejas Vesicomya gigas y una roca
sedimentaria con incrustaciones de conchas y un ligero olor a petréleo, 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 clll). En la tabla

| se resume algunos puntos de las areas de muestreo.
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Tabla I. Resumen de las areas de muestreo

Muestras Sitio de colecta Temperatura (°C)
Sedimentos no Compactados Depresién Sur 28
Nuculana grasslei Depresion Sur 28
Concreciéon Nodular Hueca Depresion Sur 18
Vesicomya gigas Depresion Norte 18
Roca Sedimentaria Depresiéon Norte 18

1.2 Trabajo de campo

I1.2.1 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 porcion de alfombra microbiana Beggiatoa spp.;
estas muestras se tomaron con un nucleador; b) ejemplares de la almeja
Nuculana grasslei, ¢) una concrecion nodular hueca tipo esponja, de color blanco
en el exterior y con un marcado olor a hidrocarburo en el interior; d) ejemplares de
la almeja Vesicomya gigas; e) roca sedimentaria con incrustaciones de conchas y

un ligero olor a petréleo.
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i1.2.2 Procesamiento inicial

Inmediatamente después del muestreo, el procesamiento inicial de las
muestras se realizé a bordo del laboratorio del B/O Atlantié II; éste consistio en lo
siguiente: a) muestras de sedimentos no compactados se tomaron los 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 concrecion
nodular hueca y la roca sedimentaria con incrustaciones de conchas y un ligero
olor a petréleo 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% vy 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 adiciond a una concentracion de 0.1%.
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I1.3 Trabajo de laboratorio

11.3.1 Enumeracion bacteriana

Para efectuar la determinaciéon cuantitativa de las bacterias degradadoras
de hidrocarburos se utilizé la técnica del nimero mas probable (NMP) (Mills et al.,

1978) en una serie de 5 frascos.

Este método se utilizd 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 transformado es toxico.

(Di Geronimo et al., 1978).

Los frascos de 20 ml (Wheaton®) ya inoculados se trajeron 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 vy
cinco meses se realizé 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 hidrocarburos y sin inocular.
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Los frascos registrados positivos fueron resembrados, para purificar las
cepas bacterianas, y a partir de éstos se volvieron a resembrar 100 m! en
matraces Erlenmeyer de 125 ml, incubandose a 28° + 2°C durante su tiempo
optimo de crecimiento. De aqui se obtuvo el inéculo inicial para el crecimiento,

después de cuantificar la carga bacteriana en medio ZoBell.

11.3.2 Crecimiento

11.3.2.1 Obtencion de curvas

Para obtener las curvas de crecimiento se seleccion6 el hidrocarburo n-
hexadecano y se utilizaron los cultivos en los que hubo crecimiento a partir de

Nuculana grasslei.

El sistema experimental descrito en la seccién 11.3.2.2 se utilizoé para llevar
a cabo los experimentos de crecimiento, los cuales se realizaron por

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

Para eliminar el hidrocarburo del inéculo se centrifugd una alicuota de 5 mli
durante 10 minutos a 893.6 x g (Touraki et al, 1996), se lavé dos veces vy

finalmente se resuspendié en 5 ml de medio de dilucién estéril. De ahi se



25

inocularon 100 pl, con aproximadamente 10° bacterias/ml, las botellas de vidrio
estériles del sistema experimental, conteniendo 700 ml de medio mineral estéril. El
hidrocarburo se agrego como fuente de carbono al 0.5% se esterilizo por filtracion
a través de un filtro estéril (Gelman Science®) de 0.2 pm de tamafo de poro. Se
incubaron a 28° + 2°C y para obtener el crecimiento se realizaron por duplicado,

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

con medio ZoBell.

11.3.2.2 Sistema Experimental

El sistema experimental (Figuré 6) consistié de botellas de vidrio de 1 It de
capacidad, con una perforacién en el fondo, la cual se obturé con un tapén de
neopreno al que se le insert6 un tubo de vidrio tapado con algodon. Cada botella
estéril se colgd invertida. Al tapon del cuello de la botella se le insertd 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 efectu6 con una
bomba para acuario de doble salida Ultra 30/80 (Fritz®). La contaminacion
bacteriana del aire se evité mediante filtros hidrofobos de 0.2 pm de poro (Gelman
Science®) colocados entre la bomba y el distribuidor del aire. La eficiencia de

estos filtros se probd 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).

nnnnn
++++++

o

Figura 6. Sistema experimental: a) botella de vidrio, b) tapén de neopreno, c)
manguera, d) distribuidor de aire, e) bomba para acuario, f) filtros
hidréfobos, g) valvula de seguridad.

11.3.3 Aislamiento de cepas bacterianas que utilizan 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 agregd el hidrocarburo en una

concentracion 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, coloracion y tamafo 32 cepas, de todas estas al final sélo se
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pudieron conservar 10 de ellas las cuales se resembraron dos veces en medio
ZoBell para su purificacion; las cepas puras fueron mantenidas en frascos de 20
ml con tapén 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 consulté
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 minimas las cuales fueron:

a) Tincion Gram

b) Morfologia

c) Pruebas Fisiolégicas: 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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11.3.4 Procesamiento de datos

Los resultados obtenidos de la enumeraciéon 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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lll. RESULTADOS

l1l.1 Enumeracion bacteriana

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

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

En ella se puede ver que en la muestra aislada a partir de la almeja
Nuculana grasslei se presentd 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 aumentd hasta >1600 bact/gr a los 150 dias de
incubacion. Otro hidrocarburo también usado por estas bacterias fue el petréleo
crudo del Ixtoc I, en el cual a los 16 dias present6é un crecimiento de 33 bact/gr; a
los 60 dias, de 79 bact/gr, y a los 150 dias aument6 hasta 130 bact/gr. En los
demas hidrocarburos no hubo un crecimiento tan alto como en los dos anteriores
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 incubacion hubo un
crecimiento de 33 bact/gr, a los 60 dias fue de 130 bact/gr, y aumenté a los 150
dias hasta 240 bact/gr. En el petroleo crudo del Ixtoc | el crecimiento a los 16 dias
fue de 13 bact/gr, se incrementé a 23 bact/gr a los 60 dias y lleg6 hasta 130
bact/gr a los 150 dias de incubacion. En el caso de los demas hidrocarburos se

present6 crecimiento, pero no tan marcado como en el n-hexadecano y petréleo

crudo del Ixtoc |.

En la muestra de sedimento no compactado que contenia Beggiatoa spp.,
a los 16 dias de incubacion no hubo crecimiento en ninguno de los hidrocarburos
empleados; para los 60 y 150 dias de incubacion se registré crecimiento en 3 de
los hidrocarburos: petréleo 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 incubacién 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 petroleo 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 hubo crecimiento,
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el cual fue de 23 bact/gr para los 16 dias de incubacién; 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 petréleo crudo del Ixtoc | 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 incrementd 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 incubacion 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 cuantifico. Por lo contrario hubo otros hidrocarburos, en los que el nimero de
bacterias se mantuvo constante o en los que el incremento en el tiempo fue

minimo.
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I11.1.1 Crecimiento

En la figura 7 observamos los resultados obtenidos para el crecimiento a
partir de bacterias aisladas de la almeja Nuculana grasslei en la que se utilizo al

hidrocarburo n-hexadecano como fuente de carbono y energia.
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Figura 7. Curva de crecimiento de las bacterias aisladas a partir de la almeja
Nuculana grasslei en el hidrocarburo n-hexadecano.

Para saber si existia diferencia significativa entre las repeticiones y el

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

las cuales se resumen en el Apéndice B.
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Como ya se explico en la seccion 11.3.2.1, se procedié a realizar los
experimentos durante 7 dias y a continuacion se analizaron los datos obtenidos,
primero a través de un analisis de varianza para ver si habia diferencia entre las 5

repeticiones y comprobar si realmente se podian considerar como tales.

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 procedi®é a hacer una prueba “t"; para esto
primero se eligi6 una repeticion al azar y se compard 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 mostrado en la figura 7.

I1l.2 Aislamiento de cepas bacterianas que utilizan n-hexadecano

Como resultado del aislamiento de las cepas bacterianas aisladas a partir
de Nuculana grasslei en n-hexadecano, en la tabla Ill 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

namero indica el numero de colonia seleccionada, teniendo en total 10 cepas
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aisladas, que se denominaron de la 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.



36

eAnebaN eganid —
BAJISOd BQanld +

(esoon|b)
uooejusWIS 4
4/0 = - = = - = = - - -UQISEPIXO
ap eganid
- + + - + = = = + = IOEN 3P *%001
+ - + - + + + + - + JOEN 8P °%09
= - + - + - + + + = IOEBN 9P °%0
‘B ojusIWIoaID
= + + + - - + + + = Job¥
+ - + - + + + + + + D.8¢
+ + + ¥ + + + + + + Q.81
- - - - - - - - - - 1O 4
‘B ojuslwioal)
+ = — — = + + + = + PEPIINON
+ + + + + [lgep Anw — + + + + ese|eje)
- = + gep + = + e + = + ESEPIXO
- = - - = - - - - - wels) uoloul}
sojioeq SO|i0Bq  SO|I0Bq  SOjIoBg  SO|IoBe(q so|ioeq so|ioeq  soO|ioeqg SOjideq  SO|loeq eibojopoN

Z¢BNH LeBNH 626NH 926NH SZBNH $ZBNH ¢ZBNH ZZBNH 61B6NH 81BNH
seda) sesjsuajoeIe)

‘ouB289pEXaY-U 0INGIED0IPIY
| us 12]ssv.b pupmony efewle e| ap Jiped e sepe|sie sedad se| e sepezijeal seqanid se| ap sopeynsay ||| ejqeL




37

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 encontré que de acuerdo a la técnica del NMP,
los hidrocarburos que presentaron el mejor crecimiento bacteriano fueron el n-
hexadecano y el petroleo 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 utilizacion, ya que se ha
demostrado que los hidrocarburos alifaticos son utilizados como fuente de

carbono por bacterias de esta area (Simoneit, 1985a; Bazylinski et al, 1988)

Algo que es muy relevante de las numeraciones por el nimero mas
probable es el crecimiento presentado a partir de las almejas Nuculana grassleiy
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 han sido estudiadas (Allen, 1993). La segunda es un
organismo que presenta intracelularmente en las branquias bacterias
quimioautotréficas 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
Guaymas en zonas con filtraciones de petroleo 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
desintoxicacion de los hidrocarburos presentes asi como en la alimentacion 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 so6lo 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 en esta tesis.

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

los alcanos (n-hexadecano y n-dodecano) y en el petréleo crudo del Ixtoc |, que es
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una mezcla de hidrocarburos aromaticos y de alcanos; asimismo, el menor
crecimiento bacteriano se presentd 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 méas numerosas que las que utilizan a los

hidrocarburos aromaticos.

Otro punto que también podemos destacar es lo que pas6 con las muestras
de sedimentos (tabla Il) 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
poblacién bacteriana significativa capaz de degradar estos hidrocarburos. Algo
semejante creemos que pudo haber pasado con las muestras que presentaron
nulo o escaso crecimiento. O que posiblemente no existia petréleo en el lugar en

el que se tomaron las muestras de sedimento.

Como ya se indicoé 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 de crecer incluso 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 biodegradacion,
posiblemente por la toxicidad de ciertos componentes del petréleo y el acceso
fisico a los depositos 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
explicé 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 explicacion a esto es
que alguno de los compuestos utilizados para preparar el agua de mar artificial
(Lyman y Fleming, 1940), con la cual se preparé el medio mineral que se us6 en
los experimentos, haya estado contaminada con algun substrato que las bacterias
hayan sido capaz de utilizar; otra posibilidad seria que el reactivo trizma base
usado para preparar el buffer tris-HCI, 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, (centrifugacion 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 carbono y energia.

En cuanto a las cepas aisladas de la almeja Nuculana grasslei en el
hidrocarburo n-hexadecano todas fueron bacilos gramnegativos, ninguna creci6 a
4°C, todas crecieron a 18° y 28°C, y 9 cepas fueron inertes en el medio O/F y una
oxidé y fermento la glucosa del medio O/F, en base a esta informacion 9 de las
cepas probablemente pertenezcan al género Pseudomonas Yy 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 precision 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 petréleo 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
arrojé mayores concentraciones cuando se 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 registré 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 observacion refuerza la idea de que las bacterias detectadas en

los moluscos desempefian una funcién en asociacion con ellos.

Las caracteristicas morfologicas vy fisiologicas 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).



44

LITERATURA CITADA

Alexander, M. 1982. “Most probable number method for microbial populations”. En:
S. Segoe (ed.). “Methods of soil analysis, Part 2. Chemical and
microbiological properties” - Agronomy Monograph no. 9. Segunda edicion.
Madison, WI. 815-820 p.

Allen, J. A. 1993. “A new deep-water hydrothermal species of Nuculana (Bivalvia:
protobanchia) from the Guaymas basin”. Malacologia. 35(1): 141-151 p.

Anguiano Beltran, C. 1996. “Patogenicidad de Vibrio alginolyticus sobre larvas
del mejillon europeo Mytilus galloprovincialis y larvas y poslarvas del
abulén rojo Haliotis rufescens’. Tesis de maestria CICESE. Ensenada,
B.C. 60 pp.

Atlas, R. M. y R. Bartha. 1972. “Degradation and mineralization of petroleum by
two bacteria isolated from coastal waters”. Biotech. and Bioengin. 14: 297-
308 p.

Austin, B. 1988. “Marine Microbiology”. Cambridge University Press. London. 222
pp.

Bazylinski, D. A., J. W Farrington y H. W. Jannasch. 1988. “Hydrocarbons in
surface sediments from a Guaymas basin hydrothermal vent site”. Org.

Geochem. 12(6): 547-558 p.



45

Bazylinski, D. A., C. O. Wirsen y H. W. Jannasch. 1989. “Microbial utilization of
naturally occurring Hydrocarbons at the Guaymas basin hydrothermal vent
site”. Appl. Environm. Microbiol. 55(11): 2832-2836 p.

Berg, C. J. y P. Alatalo. 1984. “Potential of chemosynthesis in molluscan
mariculture”. Aquaculture. 39: 165-179 p.

Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology. Vol 1. 1984. ed.Williams & Wilkins
Co. Baltimore, U.S.A. 140-598 p.

Byrne, J. V., y K. O. Emery. 1960. “Sediments in the Gulf of California”. Geol. Soc.
Am. Bull. 71: 983-1010 p.

Cavanaugh, C. M., S. L., Gardiner; M. L. Jones; H. W. Jannasch y J. B. Waterbury.
1981. “Procaryotic cells in the hydrothermal vent tube worm, Riftia
pachyptila: possible chemoautotrophic symbionts”. Science. 213: 340-342
p.

Cerniglia, C. E., 1984. “Microbial transformation of aromatic hydrocarbons”. En: R.
M. Atlas (ed.). “Petroleum Microbiology”. Macmillan Publishing Co. U.S.A.
692 p.

Clark, R. C. y D. W. Brown. 1977. “Petroleum: properties and analyses in biotic
and abiotic systems”. En: D. C. Malins (ed.). “Effects of petroleum on artic
and subartic marine environments and organisms”. Academic Press. New

York. 1-89 p.



46

Childress, J. J. y C. R. Fisher. 1992. “The biology of hydrothermal vent animals:
physiology, biochemistry and autotrophic symbioses”. Oceanogr. Mar. Biol.
Annu. Rev. 30: 337-441 p.

Corliss, J. B., J. Dymond, L. |. Gordon, J. M. Edmond, R. P. Von Herzen, R. D.
Ballard, K. Green, D. Williams, A. Bainbridge, K. Crane y T. H. Van Andel.
1979. “Submarine thermal springs on the Galapagos Rift". Science 203:
1073-1083 p.

Curray, J. R., D. G. Moore, J. E. Aguayo, M. P. Aubry, G. Einsele, D. J. Fornari, J.
Gieskes, J. C. Guerrero, M. Kastner, K. Kelts, M. Lyle, Y. Matoba, A.
Molina-Cruz, J. Niemitz, J. Rueda, A. D. Saunders, H. Schrader, B. R. T.
Simoneit and V. Vaquier. 1979. “Leg 64 seeks evidence on development of
basins”. Geotimes. 24(7): 18-20 p.

Curray, J. R., D. G. Moore, J. E. Aguayo, M. P. Aubry, G. Einsele, D. J. Fornari, J.
Gieskes, J. C. Guerrero, M. Kastner, K. Kelts, Y. Matoba, A. Molina-Cruz, J.
Niemitz, J. Rueda, A. D. Saunders, B. R. T. Simoneit y V. Vaquier. 1982.
“Initial reports of the deep sea drilling project, vol 64, partes | y 1I”. U.S.
Government Printing Office, Washington, D.C.

Dean-Raymond, D. y R. Bartha. 1975. “Biodegradation of some polynuclear
aromatic petroleum components by marine bacteria”. Development in

Industrial Microbiology. Washington, D.C. 16: 97-110 p.



47

Deming, J. W. 1986. “The biotechnological future for newly described, extremely
thermophilic bacteria”. Microbiol. Ecol. 12: 111-120 p.

DiGeronimo, M. J., M. Nikaido, y M. Alexander. 1978. “Most-probable-number
technique for the enumeration of aromatic degraders in natural
environments”. Microbial Ecology.

Didyk, B. M. y B. R. T. Simoneit. 1989. “Hydrothermal oil of Guaymas Basin and
implications for petroleum formation mechanisms”. Nature. 342: 65-69 p.

Felbeck, H. 1981. “Chemoautotrophic potential of the hydrothermal vent tube
worm, Riftia pachyptila Jones (Vestimentifera)”. Science. 213: 336-338 p.

Felbeck, H. y G. N. Somero. 1982. “Primary production in deep-sea hydrothermal
vent organisms: roles of sulfide-oxidizing bacteria”. Trends Biochem. Sci. 7:
201-204 p.

Fisher, C. R. 1990. “Chemoautotrophic and methanotrophic symbioses in marine
invertebrates”. Rev. Aquat. Sci. 2: 399-436 p.

Floodgate, G. D. 1972. “Biodegradation of hydrocarbons in the sea’. En: R.
Mitchell (ed.) “Water pollution microbiology”. U.S.A. 163-171 p.

Floodgate, G. D. 1984. “The fate of petroleum in marine ecosystems”. En: R.M.
Atlas (ed.). “Petroleum Microbiology”. Macmillan Publishing Co. U.S.A. 355-
397 p.

Geyer, R. A. 1980. “Marine Environmental Pollution, 1. Hidrocarbons”. R. A. Geyer

(ed). “Elsevier Oceanography Series”. Holanda. 591 p.



48

Goetz, F. E. y H. W. Jannasch. 1993. "Aromatic hydrocarbon-degrading bacteria in
the petroleum-rich sediments of the Guaymas basin hydrothermal vent site:
preference for aromatic carboxilic acids”. Geomicrobiol. J. 11: 1-18 p.

Hessler, R. R. y V. A. Kaharl. 1995. “The deep-sea hydrothermal vent community:
An overview”. En: S. E. Humphris, R. A. Zierenberg, L. S. Mullineaux y R. E.
Thomson (eds.). “Seafloor Hydrothermal Systems physical, chemical,
biological, and geological interactions”. (Geophysical monograph 91).
American Geophysical Union. Washington, D. C. 72-84 p.

Jannasch, H. W. 1989. “Chemolithotrophic productivity at deep-sea hydrothermal
vents”. En: T. Hattori, Y. Ishida, Y. Maruyama, R. Y. Morita y A. Uchida.
(eds.). “Recent Advances in Microbial Ecology”. Japan. 23-27 p.

Jannasch, H. W. y D. C. Nelson. 1984. “Recent Progress in the Microbiology of
Hydrothermal Vents”. En: M. J. Klug y C. A. Reddy (eds.). “Current
Perspectives in Microbial Ecology”. Washington D. C. American Society for
Microbiology. 170-176 p.

Jannasch, H. W,, D. C. Nelson y C. O. Wirsen. 1989. “Massive natural occurrence
of unusually large bacteria (Beggiatoa spp.) at a hydrothermal deep-sea
vent site”. Nature. 342: 834-836 p.

Karl, D. M., G. T. Taylor, J. A. Novitsky, H. W. Jannasch, C. O. Wirsen, N. R. Pace,

D. J. Lane, G. J. Olsen y S. J. Giovannoni. 1988. “A microbial study of



49

Guaymas basin high temperature hydrothermal vents”. Deep-Sea Res.
35(5): 777-791 p.

Kawka, O. E., y B. R. T. Simoneit. 1987. “Survey of hydrothermally-generated
petroleums from the Guaymas Basin spreading center”. Org. Geochem. 11:
311-328 p.

Kawka, O. E., y B. R. T. Simoneit. 1990. “Polycyclic aromatic hydrocarbons in
hydrothermal petroleums from the Guaymas basin spreading center”. Appl.
Geochem. 5: 17-27 p.

Lawver, L. A, D. L. Williams, y R. P. Von Herzen. 1975. “A major geothermal
anomaly in the Guf of California”. Nature. 257: 23-28 p.

Lonsdale, P. y K. Becker. 1985. “Hydrothermal plumes, hot springs, and
conductive heat flow in the Southern Trough of Guaymas Basin”. Earth and
Planetary Science Letters. 73: 211-225 p.

Lyman, J. and R.H. Fleming. 1940. “Composition of sea water”. J. Mar. Res. 3:
134-136 p.

Mills, A. L., C. Breuil, y R. R. Colwell. 1978. “Enumeration of petroleum-degrading
marine and estuarine microorganisms by the most probable number
method”. Can. J. Microbiol. 24: 552-557 p.

Mullineaux, L. S. y S. C. France. 1995. “Dispersal mechanisms of deep-sea
hydrothermal vent fauna”. En: S. E. Humphris, R. A. Zierenberg, L. S.

Mullineaux y R. E. Thomson (eds.). “Seafloor Hydrothermal Systems



50

physical, chemical, biological, and geological interactions”. (Geophysical
monograph 91). American Geophysical Union. Washington, D. C. 408-424
p.

Oppenheimer, C. H. y C. E. ZoBell. 1952. “The growth and viability of sixty-three
species of marine bacteria as influence by hydrostatic pressure”. J. Mar.
Res. 11: 10-18 p.

Pfaender, F. K. y E. N. Buckley lll. 1984. “Effects of petroleum on microbial
communities”. En: R.M. Atlas (ed.). “Petroleum Microbiology”. Macmillan
Publishing Co. U.S.A. 507-536 p.

Prieur, D. y C. Jeanthon. 1987. “Preliminary study of heterotrophic bacteria
isolated from two deep-sea hydrothermal vent invertebrates: Alvinella
pompejana (Polychaete) and Bathymodiolus thermophilus (Bivalve)”.
Symbiosis. 4: 87-98 p.

Simoneit, B. R. T. 1983. “Effects of hydrothermal activity on sedimentary organic
matter: Guaymas Basin, Gulf of California-petroleum genesis and
protokerogen degradation”. En: Rona P.A. et al. (eds.). “Hydrothermal
Processes at Seafloor Spreading Centers”. Plenum Press. New York. 451-
471 p.

Simoneit, B. R. T. 1984. “Hydrothermal effects on organic matter-high vs. low

temperature components”. Org. Geochem. 6: 857-864 p.



51

Simoneit, B. R. T. 1985a. "Hydrothermal petroleum: composition and utility as a
biogenic carbon source”. Biol. Soc. Wash. Bull. 6: 49-56 p.

Simoneit, B. R. T. 1985b. “Hydrothermal petroleum: genesis, migration, and
deposition in Guaymas, Gulf of California”. Can.J. Earth Sci. 22: 1919-1929.

Simoneit, B. R. T., y P. F. Lonsdale. 1982. “Hydrothermal petroleum in mineralized
mounds at the seabed of Guaymas Basin”. Nature. 295: 198-202 p.

Simoneit, B. R. T., M. A. Mazurek, S. Brenner, P.T. Crisp, y I. R. Kaplan. 1979.
“Organic geochemistry of recent sediments from Guaymas Basin, Gulf of
California”. Deep-Sea Res. 26A: 879-891 p.

Simoneit, B. R. T., P. F. Lonsdale, J. M. Edmond y W. C. Shanks lll. 1990. “Deep-
water hydrocarbons seeps in Guaymas basin, Gulf of California”. Appl.
Geochem. 5: 41-49 p.

Somero, G. N., J. F. Siebenaller y P. W. Hochachka. 1983. “Biochemical and
Physiological Adaptations of deep-sea animals”. En: G. T. Rowe (ed.). “The
Sea. Vol 8”. John Wiley & Sons. New York. 261-330 p.

Touraki, M., S. Mourelatos, G. Karamanlidou, S. Kalaitzopoulou y C. Kastritsis.
1996. “Bioencapsulation of chemotherapeutics in Artemia as a means of
prevention and treatment of infectious diseases of marine fish fry”.
Aquacultural Engineering. 15(2): 133-147 p.

Tunnicliffe, V. 1992. “Hydrothermal-Vent Communities of the Deep Sea”. American

Scientist. 80: 336-349 p.



52

Walker, J. D., H. F. Austin y R. R. Colwell. 1975a. “Utilization of mixed
Hydrocarbon substrate by petroleum-degrading microorganisms”. J. Gen.
Appl. Microbiol. 21: 27-39 p.

Walker, J. D.,, R. R. Colwell y L. Petrakis. 1975b. “Evaluation of petroleum-
degrading potential of bacteria from water and sediment”. Appl. Microbiol.
30: 1036-1039 p.

Westlake, D. W. S. 1984. “Heavy crude oils and oil shales: tertiary recovery of
petroleum from oil-bearing formations”. En: R.M. Atlas (ed.). “Petroleum
Microbiology”. Macmillan Publishing Co. U.S.A. 537-552 p.

ZoBell, C. E. 1946. “Action of microorganisms on hydrocarbons”. Bacteriol. Rev.
10: 1-49 p.

Zar, J. H. 1984. “Biostatistical Analysis”. Prentice-Hall, Inc. 2da. edicion.
Englewood Cliffs, N. J. 718 pp.



53

APENDICE A

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

1.- Preparacion de agua de mar artificial

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

Fleming, 1940).

Concentraciéon en gramos para preparar 10 litros de agua de mar artificial.

Compuestos Peso (grs.)

Fluoruro de sodio (NaF) 0.075
Cloruro de estroncio hexahidratado (SrCl, - 6H,0) 0.6
Acido bérico (H;BO;) 0.65

Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,) 2.25
Bromuro de potasio (KBr) 2.4
Bicarbonato de sodio (NaHCO5) 4.8

Cloruro de potasio (KCI) 16.5

Nitrato de amonio (NH,NO,) 18.00

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, 2H,0) 156.00

Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl, - 6H,0) 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 20 litros de capacidad.

2.- Al anadir 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 solucion amortiguadora de TRIS-HCI (TRIS-

HIDROXIMETIL AMINO-METANO, THMAM)

Compuesto Cantidad
Tris base (Trizma) 0.12 gr
Agua destilada 80 mi

Pesar el Tris base disolver con el agua destilada. Ajustar el pH a 7.5
usando HCI concentrado, llevar a un volumen final de 100 ml. con agua destilada.

Se utilizan 10 ml. de la solucién amortiguadora para cada litro de medio de cultivo.
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3.- Medio mineral para bacterias degradadoras de petréleo

Compuestos Cantidad (ml)
Agua de mar artificial concentrada 200
Agua destilada 800
Cloruro férrico 1
Tris-HCI 10

Para preparar 1 litro:

1.- Mezclar el agua de mar artificial concentrada, agua destilada y cloruro férrico.
Ajustar pH a 7.5 y adicionar Tris-HCI 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.



5.- Medio de cultivo ZoBell, 2216 (Oppenheimer y ZoBell, 1952)

Compuestos Cantidad
Bacto-peptona 5gr
Extracto de levadura 1g9r
Sol. de cloruro férrico (0.1%) 1 mi
Agar bacteriologico 13 gr
Agua de mar envejecida 750 ml
Agua destilada 250 mi
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Poner el agua de mar envejecida a un matraz Erlenmeyer, pesar los

ingredientes colocarlos de uno en uno y agitar, colocar el agua destilada y poner a

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

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

estériles.

Pruebas Fisiologicas

6.- Salinidad

El objetivo de esta prueba es conocer los requerimientos y la tolerancia de

las cepas silvestres con respecto a la salinidad.
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Método: Se utilizo 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 conocer la tolerancia y el rango de temperatura en el cual las

cepas presentan o no crecimiento.

Método: Se utilizd 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 utilizacion que una bacteria hace de los hidratos de
carbono tiene lugar por alguno de los dos procesos, de fermentacion o de
oxidacion. Algunas bacterias son capaces de metabolizar un hidrato de carbono
(manifestado por la produccién de acido) sélo en condiciones aerdbicas, mientras
que otras producen acido tanto aerébica como anaerdébicamente. La fermentaciéon
es un proceso anaerobico y la oxidacion aerébico. Muchas bacterias pueden

crecer con ambos tipos 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 rosca y el otro abierto.
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Compuestos Cantidad
Bacto-triptona 2gr
NaCl 5gr
Fosfato dipotasico 0.3gr
Bacto-azul de bromotimol 0.08 gr
Bacto-agar 29r
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 adiciondé 1 gr mas de NaCl, se calent6 hasta

hervir para disolver completamente. Se esterilizé6 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 solucidon de dextrosa al 10% esterilizado por filtracion con un

fitro de 0.2 pm de tamafio 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 inoculacion tomar una parte de un cultivo de 18 a 24 hr y realizar una

puncién hasta el fondo. Se incub6 4 dias a 35°C y se registro el cambio de

coloracion. Mediante esta prueba se puede observar también la movilidad.
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Lectura:

Es una Oxidacion (O) cuando hay produccién de acido y el medio cambia a
amarillo en los frascos abiertos.

Es una Fermentacion (F) cuando hay produccion de acido y el medio
cambia a amarillo en los frascos sellados con aceite mineral.

Ni fermentan ni oxidan la glucosa () cuando el medio queda igual (verde).

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

puncién; sin movilidad (-) crecimiento limitado a la linea de puncion.

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

Su objetivo es determinar la presencia de enzimas oxidasas.

Método: Se utilizo el reactivo de Kovacs Oxidasa (BBL®), que es una
solucién acuosa al 1% de dihidrocloruro de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina.
Para realizar la prueba, agregue unas gotas del reactivo sobre una tira de papel
filtro. Estrie un asa cargada con bacterias de un cultivo de maximo 24 hrs, sobre el
papel filtro saturado de reactivo, utilizando un asa de platino o un aplicador de v

madera estéril.
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Lectura: En las reacciones positivas, 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 coloracion.

10.- Prueba de la Catalasa

Su objetivo es comprobar la 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,0,
al 30% sobre el cultivo, usar una pipeta Pasteur o un gotero.

No invertir el orden del método porque pueden producirse resultados falsos

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

Lectura: Prueba positiva observar la 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 1-B. Analisis de varianza realizada entre las repeticiones para ver
diferencias entre las mismas y si pueden ser consideradas como

tales.
Fuente de Cuadrados
variacion medios g. l. F P
Efecto 0.024156 4 0.005541 0.999936
Error 4.359098 40

TABLA 1I-B. Prueba t realizada para el logaritmo de una de las repeticiones y el
logaritmo del testigo para ver diferencia entre ellas.

Media Média Desv. Est. Desv. Est.
Grupos LogB3 Testigo t g.l P LogB3 Testigo

LogB3vs. 5.205578 5179446  0.029972 16 0.976460 2.047666 1.627539
Testigo

TABLA 1lI-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 a.l P LogB3-B5 Testigo

LogB3-B5 5.268678 5179446  0.114759 25 0.909553  2.021915 1.627539

vs. Testigo
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TABLA IV-B. Prueba t realizada para el logaritmo de la media de las 5 repeticiones
y el logaritmo del testigo.

Media Media Desv. est. Desv. est.

Grupos LogMed Testigo t g.l P LogMed Testigo

LogMed 5287622  5.179446  0.123389 16 0.903336  2.066073 1.627539
VS.

Testigo




