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PATRICIA DANIELS CHAN*
RESUMEN

Dentro de la gran cantidad de ambientes de humedal que existen, los humedales
dulceacuicolas se encuentran entre los ecosistemas mas productivos de la tierra,
por su funcion vinculada a la aportacion de agua y a la productividad primaria de la
que dependen las especies silvestres. Estos ecosistemas desempefan algunas
funciones vitales para la sociedad, siendo la principal en este caso, la purificacién de
las aguas mediante la retencion de los nutrientes, los sedimentos y los
contaminantes.

Debido a la reconocida importancia de las bacterias en los procesos de depuracion
de las aguas, la Universidad EARTH por medio de la presente investigacion
exploratoria pretende dar a conocer los grupos de las comunidades de bacterias,
que se pueden cultivar y estdn presentes en los sedimentos del humedal natural
“La Reserva”. Para lograr lo anterior, se hizo uso de la metodologia de ecologia
microbiana, aislando las bacterias que crecian en los medios: agar sangre,
MacConkey y Cetrimida, para luego ser identificados con las pruebas Bioquimicas:
API®

Entre los géneros aerobios identificados en este estudio se encontraron:
Acinetobacter, Alcaligenes, Burkolderia, Comamonas, Chryseobacterium,
Chryseomonas, Flavimonas, Moraxella, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Bordetella, Ochrobactrum, Oligella y Shingomonas. Ademas se identificaron
bacterias aaerobias facultativas, de los géneros Aeromonas, Citrobacter,
Chromobacterium, Enterobacter, Escherichia, Ewingella, Klebsiella, Moellerella,
Pantoea, Pasteurella, Providencia, Serratia.

Y por ultimo se logré la identificacion de bacterias anaerobias de los grupos:
Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium,  Streptococcus,
Clostridium, Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium y Lactobacillus.

Algunas de las especies aisladas son consideradas perjudiciales para el hombre, sin
embargo, la mayoria de las bacterias son benéficas para el ambiente, ya que tienen
la capacidad de transformar una gran variedad de contaminantes inorganicos vy
organicos en minerales inocuos, que pueden ser reciclados al medio ambiente y de
esa forma mantener el equilibrio de la naturaleza.

En cuanto a los recuentos de las bacterias anaerobias y aerobias presentes
variaban constantemente entre los sitios de entrada, parte media y salida del
humedal. De manera general los recuentos en el primer muestreo fueron los mas
altos, y se obtuvo un mayor recuento de bacterias anaerobias en el segundo y tercer
muestreo

Palabras clave: humedales naturales, bacterias aerobias, anaerobias, sedimentos.
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1. INTRODUCCION

El término humedal agrupa a una gama amplia de ambientes distribuidos por
toda la superficie terrestre, en los que el agua es el elemento principal, y
estos se han definido de formas muy diversas. Una de las definiciones de
mayor uso Yy aplicacion, por su amplitud y aceptaciéon a escala global, es la
utilizada por la Convencion Ramsar, la cual define los humedales como:
"extensiones de marismas, pantanos y turberas, o superficies cubiertas de
agua, sean éstas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales,
estancadas o corrientes, dulces, salobres o saladas, incluidas las
extensiones de agua marina cuya profundidad en marea baja no exceda de

seis metros" (Ramsar, 1971).

Estos ambientes, considerados por una parte de la sociedad como lugares
improductivos e insalubres, solo utiles al ser drenados, han pasado a ser
reconocidos como criticos en los programas internacionales sobre la
conservacion de la naturaleza (Direccion General de la Red de Espacios

Naturales Protegidos y Servicios Ambientales, 2002).

Al final de los afos setenta, la desecacion de los humedales constituia una
actividad de interés nacional y un simbolo de progreso de los paises
desarrollados, mientras que en la actualidad el simbolo de progreso es tener
una politica nacional de conservacion y restauracion de estos ecosistemas
(Baker, 1992 y Van der Valk et al., 1992). Este gran cambio ocurrié en las
tres ultimas décadas, por el conocimiento generado sobre su papel ecolégico
y el mantenimiento de los procesos basicos, en la conservacion y la
disponibilidad de los recursos hidricos, a escala regional y global (Mitsch,
1992), lo que les ha valido el reconocimiento de ser uno de los ecosistemas
del planeta que aporta una gran cantidad y variedad de bienes y servicios a
la sociedad y a la supervivencia de muchas comunidades bioldgicas (Union

Mundial para la Naturaleza, 2002).



Dentro de la gran cantidad de ambientes de humedal que existen, los
humedales dulceacuicolas se encuentran entre los ecosistemas mas
productivos de la tierra, por su funcién vinculada a la aportacién de agua y a
la productividad primaria de la que dependen las especies silvestres (UICN,
2002). Ademas de albergar una alta diversidad bioldgica, estos ecosistemas
desempenan algunas funciones vitales para la sociedad, tales como:
almacenar agua, proteger contra las tormentas e inundaciones, controlar la
erosion, recargar y descargar los acuiferos subterraneos, estabilizar las
condiciones climaticas locales, particularmente la precipitacion y la
temperatura y purificar las aguas mediante la retencion de los nutrientes, los

sedimentos y los contaminantes (Pérez et al., 2000).

Los animales, las plantas y los suelos (sedimentos) de los humedales
desempenan una funcion apreciable en la depuracién de las aguas, debido a
su capacidad de eliminar eficazmente las altas concentraciones de los
nutrientes, como el nitrégeno y el fésforo, asociados comunmente al
desarrollo de las actividades productivas como la agricola (Convencién sobre

los humedales de Ramsar, 2000).

Esta funcién natural de limpieza de las aguas de los humedales es
importante para prevenir los procesos de eutrofizacidon, que originan un
crecimiento rapido de las plantas y las algas, el agotamiento del oxigeno
disuelto y el efecto negativo sobre otras especies; ademas de reducir las
concentraciones altas de estos nutrientes y su movilizacion hacia las aguas
superficial y subterraneas, susceptibles de ser aplicadas para el uso y el

consumo humano (Convencion sobre los humedales de Ramsar, 2000).

Los datos disponibles muestran que los ecosistemas de humedal pueden
reducir las concentraciones elevadas de los nutrientes de forma muy efectiva

y que las plantas presentes en ellos son capaces de eliminar, al incorporarlos



a su biomasa vegetal, algunos compuestos como los plaguicidas
procedentes de las actividades agricolas y las sustancias toxicas presentes
en las descargas industriales y las actividades mineras (Mitsch y Gosselink,
1993). Una parte de los compuestos y sustancias presentes en la columna de
agua, que no se incorpora a la biomasa vegetal, pasa al compartimiento de

los sedimentos (Chocair, 1982).

Los sedimentos en los humedales funcionan como una fuente o como un
sumidero, de muchos de los nutrientes esenciales involucrados en el proceso
de la eutrofizacion (Gémez, 1995). En estos, el intercambio de los nutrientes
en la interfase de los sedimentos y el agua depende de las caracteristicas

quimicas, tanto, del agua como del sedimento (Lara, 2000).

Este compartimiento ecosistémico actua como una reserva tampon de los
nutrientes para la columna de agua ya que, por un lado amortigua los
aumentos de los nutrientes en el medio provenientes de los aportes directos
de la descomposicion de la materia organica (funcién de sumidero),
reteniendo una parte de los mismos. Por otro lado, compensa las
disminuciones de los nutrientes en los periodos de alta demanda biologica
(funcién de fuente), liberando una parte de estas formas retenidas (Johnston,
1991). Ya sea que el humedal actie como una fuente o un sumidero, en
esta funcién, la participacion de los microorganismos es esencial (Chocair,
1982).

Dentro de un humedal la diversidad de las comunidades de microorganismos
es amplia y se reconoce formada, principalmente, por: bacterias, levaduras,
hongos y protozoarios (Atlas y Bartha, 2002). Sin embargo, es de aceptacion
general que en lo referente a la descomposicion de la materia organica, la

funcién de las bacterias tiene una significacion mayor que el resto de los



otros grupos de microorganismos, debida principalmente a sus altas

concentraciones y gran actividad (Rheinheimer, 1987).

La importancia de las poblaciones bacterianas presentes en los sedimentos,
se relaciona, ademas de los procesos de la descomposicion de la materia
organica, con las varias transformaciones geoquimicas y como fuente
alimenticia; ya que son capaces de convertir las sustancias organicas de la
materia particular y de esta manera ponerla a la disposicién de los primeros

eslabones de la cadena alimentaria (Chocair, 1982).

Sin embargo, las poblaciones bacterianas que realizan estas funciones en el
fondo de los sistemas acuaticos, son diferentes a las que ocupan las capas
superiores del agua, tanto unas como las otras, estan altamente adaptadas a
los sedimentos y a las condiciones de la materia organica especificas de su
medio ambiente (Ecological Society of America, 2003); actualmente se
utilizan las bacterias en los sistemas de tratamiento secundarios de las aguas
residuales en donde los procesos de depuracién y limpieza de las aguas se
basan en la actividad de las bacterias, tal y como sucede en las plantas de

tratamiento de las aguas residuales (Rittmann y McCarty, 2001).

Debido a la reconocida importancia de las bacterias en los procesos de
depuracion de las aguas, resulta de interés conocer los grupos principales de
estas comunidades presentes en los sedimentos de los ecosistemas de
humedal. Esta importancia crece debido a las normativas vigentes que, en
Costa Rica y en los paises de la América Central, exigen que las aguas
residuales originadas en el desarrollo de las actividades productivas cumplan
ciertos requisitos en sus caracteristicas fisicas y quimicas, antes de ser

vertidas a un curso natural de agua (Decreto N° 31176-MINAE).



El reclamo de esta exigencia legal en Costa Rica (Decreto N° 31545-S-
MINAE), ha llevado a considerar a los ecosistemas de humedal, en su papel
de limpiadores naturales de aguas, como una opcion practica y util para
cumplir esta normativa. Particularmente, en la zona del Caribe de Costa Rica,
region tropical humeda, en donde existe aun mucho espacio, agua y
humedales y en donde el establecimiento de las empresas ha crecido

constantemente en la Ultima década (Alvarez, 1999).

El interés por la conservacion y el buen uso dado a los ecosistemas de
humedal, ha llevado a la universidad EARTH a formalizar sus esfuerzos de
investigacion para comprender mejor el funcionamiento integral de estos
ecosistemas y su vinculacidn con el desarrollo de algunas actividades
productivas, en una iniciativa conocida internamente como el Proyecto 5
DOE. Es dentro de este proyecto que se desarrolla la presente investigacion
exploratoria, que propone caracterizar los grupos de las comunidades de
bacterias, que se pueden cultivar y estdan presentes en los sedimentos del
humedal natural “La Reserva” de la universidad EARTH, localizado en el
Caribe de Costa Rica, cuya zona de localizacién ha experimentado un
marcado crecimiento de las empresas y en donde los humedales son

utilizados para limpiar las aguas residuales que estas originan.

Se espera que, los resultados de esta investigacion favorezcan una
comprension mayor de la funcion de limpieza de las aguas que realizan los
humedales, de manera que permitan disefiar herramientas utiles y practicas,
para que los humedales sean aprovechados de formas mas eficientes y

conservados de manera mas exitosa.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Estudiar la diversidad de la flora bacteriana, susceptible de ser cultivada y
colectada de los sedimentos del humedal natural “La Reserva” de la
universidad EARTH, para comprender mejor la funcién de limpieza natural de

las aguas.

2.2 Objetivos Especificos
o Realizar un recuento de las bacterias anaerobias y aerobias
mesofilicas presentes.
o Caracterizar las especies bacterianas cultivables del humedal natural
‘La Reserva”

o Analizar sus variaciones espacial y temporal.



3 REVISION LITERARIA
3.1 HUMEDALES EN COSTA RICA

Costa Rica posee una rica diversidad bioldgica, representada por mas de
500.000 especies de flora y fauna; cientos de miles de especies de insectos;
1.700 especies de orquideas; 208 de mamiferos y 850 de aves (Comision

Centroamericana de Ambiente y Desarrollo CCAD, 1999).

Un 5% de la flora y fauna existentes en el planeta se encuentra en este
territorio que cubre tan solo 0.03% de toda la superficie terrestre (CCAD,
1999).

Esta diversidad y heterogeneidad, se encuentra reflejada también en los
humedales costarricenses: unas 350,000 hectareas se han inventariado en
todo el pais, distribuidas en 320 humedales, que representan 7% del territorio
nacional (CCAD, 1999).

Desde la perspectiva de la riqueza natural de Costa Rica, los ecosistemas de
humedal favorecen la riqueza de sus especies, al ser las zonas de transicidn
entre los sistemas terrestres y los acuaticos, lo que ha permitido el desarrollo
de una gran diversidad biolégica y el ser reconocidos como uno de los

sistemas mas productivos del mundo (Mitsch y Gosselink, 1993).

Sin embargo, los humedales se estan convirtiendo rapidamente en uno de
los habitats mas amenazados en el mundo debido a la sobreexplotacion, la
contaminacién indiscriminada y el desarrollo insostenible (Rodriguez, 1995).
Amenaza que varia en atencion al tipo de humedal de que se trate y al
conjunto de las demandas que, originadas en la sociedad, los presionan y

afectan negativamente (Rodriguez, 1995).



3.1.1 Clasificacion
La definicion de humedal que ofrece la Convencion de Ramsar permite la
inclusion de una amplia variedad de ambientes, que se encuentran
distribuidos por todo lo largo y ancho de la superficie terrestre (excepcion
hecha de las regiones polares), por ello, se advertird que cualquier intento

por clasificarlos plantea un reto de consideracion.

Una de las clasificaciones mas utilizadas, ordena a todos los ambientes de
humedal en atencion a la unidad paisajistica de la cual forma parte (Scott,
1989). De esta manera se reconoce unidades paisajisticas que incluyen 30
categorias de humedales naturales y 9 artificiales (Scout, 1989 en: Dugan,
1992).

De esta clasificacion, el humedal sujeto de estudio en esta investigacion
correspondio al tipo palustre boscoso tipo a), es decir pantanos de arbustos,
incluyendo pantanos de agua dulce dominados por arbustos y malezas sobre

suelos inorganicos, tal y como se muestra en el anexo 1.

3.1.2 Componentes
Todo humedal esta formado por una serie de componentes bioldgicos, fisicos
y, quimicos, que interactuan entre si, en el espacio y el tiempo, e incluyen el
agua, las especies de animales y plantas y el suelo (con sus
microorganismos) (Lara, 2000). Los microorganismos, integrantes del
componente bioldgico, lo trataremos vinculado al suelo por razones de

conveniencia.

3.1.2.1 El agua
El es el componente clave en la conformacion de un humedal; si ésta no esta
presente, el humedal deja de existir (Garcia et al., 1997). En atencion a la

presencia de agua, los humedales se pueden formar donde se acumule una



pequefa lamina de agua sobre la superficie del terreno y donde exista una
capa relativamente impermeable del subsuelo que prevenga su filtracion
(Reed, 1990).

Existen diversos factores que intervienen directamente con la dinamica del
agua en relacion con los humedales, entre ellos:

o Cambios en la hidrologia local.

o La lluvia y la evapotranspiracion ya que debido al area superficial del
agua y su poca profundidad, un sistema actua reciproca y fuertemente con la
atmosfera a través de dicha combinacion.

o La densidad de la vegetacion, ya que obstruye caminos de flujo siendo
sinuoso el movimiento del agua a través de la red de tallos, hojas, raices y

rizomas y bloquea la exposicion al viento y al sol.

3.1.2.2 Animales
Los humedales proveen un habitat para una rica diversidad de invertebrados
y vertebrados. Los animales invertebrados, como los insectos y los gusanos,
contribuyen al proceso de tratamiento de la materia organica fragmentando el
detritus. Las larvas de muchos insectos son acuaticas y consumen
cantidades significantes de materia durante sus fases larvales. Los
invertebrados también tienen varios papeles ecoldgicos; por ejemplo, las
ninfas de la libélula son rapaces importantes de larvas de mosquito (Garcia
et al.,, 1997). Aunque los invertebrados son los animales mas importantes en
cuanto a la mejora de la calidad del agua, los humedales también atraen a
una gran variedad de anfibios, tortugas y mamiferos, asi como a una gran

variedad de aves y patos silvestres (Garcia et al., 1997).



3.1.2.3 Vegetacion
En el contexto de este trabajo, uno de losmayores mayores beneficios de las
plantas, es la transferencia de oxigeno a la zona de la raiz (Kadlec y Knight,
1995). Su presencia fisica en el sistema (los tallos, raices y rizomas) permite
la penetracién a la tierra o medio de sustrato y transporta el oxigeno de
manera mas eficiente, de lo que llegaria a través de la sola difusién
(Martinez, 1989). En los humedales las porciones sumergidas de las hojas y
los tallos se degradan y se convierten en lo que se llaman restos de
vegetacion, que sirven de substrato para el crecimiento de wuna pelicula
microbiana fija que es la responsable de una gran parte de la funcién de

limpieza, en el tratamiento de purificacion de las aguas (Martinez, 1989).

Se puede senalar como las funciones de las plantas acuaticas, mas
relevantes dentro de un ecosistema de humedal, a las siguientes (Martinez,
1989):

o Estabilizan el substrato y limitan la canalizacién del flujo.

o Dan lugar a velocidades de agua bajas y permiten que los materiales
suspendidos sedimenten.

o Toman el carbono, nutrientes y los elementos de traza y los incorporan
a los tejidos de la planta.

o Transfieren gases entre la atmdsfera y los sedimentos.

o Oxigenan otros espacios dentro del sustrato, debido al escape de

oxigeno desde las estructuras subsuperficiales de las plantas.

3.1.2.4 El suelo en los humedales
Los suelos de los humedales son iguales a otros suelos, excepto por la
influencia del agua en éste, la cual modifica sus caracteristicas fisicas y
quimicas por la exposicion reducida a la atmosfera con la subsiguiente
reduccion de las condiciones aerobicas (Kadlec y Knight, 1995). El aporte de

agua puede proceder tanto de un nivel freatico superficial, como de origen
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pluvial. En estos ultimos casos se necesita que el aporte de agua se
produzca a mayor velocidad de la que el suelo pueda drenar, con lo que se

origina una capa de agua colgada con caracter temporal.

La difusion de oxigeno en suelos inundados y con pobre drenaje es
aproximadamente 10.000 veces mas lenta que en suelos aerdbicos
(Amstrong, 1978) ya que la superficie de los suelos experimentan
rapidamente una declinacion en el oxigeno y una reduccién del potencial
redox (Mitsch y Gosselink, 1993). La inundacién continua o estacional,
combinada con la produccién de grandes cantidades de materia organica,
resulta en suelos anaerdbicos en muchos humedales (Hammer, 1992). Esta
condicion lleva a la formacion de la primera clasificacion taxonémica de
suelo de los humedales, bajo el término de hidrico (Reddy y D”Angelo,
1994).

Segun Kadlec y Knight (1995), los suelos hidricos son definidos por la
Nacional Technical Comitte for Hidric Soils como: Suelos que por la condicidon
de escaso drenage interno, son saturados e inundados y que por lo tanto a
través del tiempo desarrollan condiciones anaerobicas que favorecen el

crecimiento y regeneracion de la vegetacién hidrofitica.

Estos suelos hidricos se pueden clasificar en dos categorias:

1. Suelos organicos o histosoles los cuales contienen comunmente al
menos 12 a 20% de carbono organico (20 a 30% de materia organica) sobre
una base de peso seco (Johnston, 1991)y

2. Suelos minerales como algunos entisoles, ultisoles e inceptisoles que
tipicamente tienen menos del 12 a 20% de carbono organico (20 a 30% de
materia organica) (Johnston, 1991)

Algunas de las caracteristicas de los suelos organicos y suelos minerales, se

muestran en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Comparacion de suelos organicos y minerales presentes en

humedales

Propiedades

Suelos minerales

Suelos orgéanicos

Contenido organico (%) | Menos de 20 a 35 Mas del 20-35
Carbono organico (%) Menos de 12-20 Mas de 12-20

pH Usualmente neutro Acido

Densidad Alta Baja

Porosidad Baja (45-55%) Alto (80%)
Conductividad Alta (excepto por | Baja a alta

hidraulica arcillas)

Capacidad de retencién | Baja Alta

del agua

Disponibilidad de | Generalmente alta Frecuentemente baja
nutrientes

Capacidad de | Bajo, dominado por | Alto, dominado por

intercambio de cationes

cationes principalmente

iones hidronio

Fuente: (Kadlec y Knight, 1995).
Modificado por Mitsch and Gosselink, 1993

Algunos humedales naturales tienen perfiles suelo/sedimento que incluye

horizontes o capas organicas y minerales y también espacios heterogéneos,

asi que algunas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de cada tipo de

suelo pueden tener una influencia sobre una particular ecologia del humedal
(Faulkner y Richardson, 1989).

Una capa de hojas y raices se puede formar en el primer horizonte del suelo

en muchos humedales. Esta capa de suelo consiste en depdsitos recientes o

parcialmente descompuestos de plantas (hojas, tallos y raices) que pueden

ser facilmente removibles de la superficie del suelo. Estas capas de detritos

no se consideran parte del suelo, pero en muchos casos puede ser la

precursora para el
Richardson, 1989).
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3.1.2.4.1 Propiedades fisicas del suelo en humedales
Los histosoles ocurren en ambientes donde la acumulacion de materia
organica es mas alta que la velocidad de su descomposicién (Buol et al.,
1980). Esta condicién es frecuente en areas con bajo oxigeno disuelto,
condiciones de nutrientes bajos y alta fijacion de carbono por macrofitas

emergentes (maderables y herbaceas), musgos y algas (Buol et al., 1980).

Los suelos organicos pueden ser clasificados por la capacidad de
descomposicion y suelen ser llamados turba (Mitsch y Gosselink, 1993). El
suborden Fibrist incluye los suelos en los que los materiales organicos
fibrosos son de color amarillo y pardo, tienen bajas densidades aparentes y
altas capacidades de retencion de agua. Por otra parte, los altamente
desintegrados Saprists, de color oscuro, tienen densidades aparentes
relativamente altas (a menudo mas de 0,2) y las de retencién de agua. El
suborden Hemist abarca suelos intermedios en grado de desintegracion y

con propiedades entre las de los Fibrits y Saprists (Buol et al., 1980).

Aunque el volumen del nutrientes disponibles de los suelos de humedales a
menudo es bastante bajo, se dan cantidades grandes de nitrégeno, fésforo,
azufre y otros componentes organicos pero en forma no disponible. La
oxidacion destruye estos componentes organicos recalcitrantes y descarga

las substancias asociadas (Kadlec y Knight, 1995).

Los suelos organicos de los humedales comparten las siguientes

caracteristicas (Kadlec y Knight, 1995):

o Los suelos organicos no pueden ser facilmente caracterizados por el
tamano de la particula, porque el hecho necesario de desecamiento
destruye la estructura fisica y quimica.

o Los suelos organicos y sedimentos presentan un deficiente drenaje ya

que retienen un alto porcentaje de agua.
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o Los suelos organicos son tipicamente muy oscuros, en un rango de

turba negra y turba café.

3.1.2.4.2 Propiedades quimicas del suelo en humedales
Para los propésitos de este trabajo interesan: la capacidad de intercambios

cationico, las reacciones de oxidacion-reduccion y el pH.

3.1.2.4.2.1 Capacidad de intercambio de cationes
El cambio iénico se define como los procesos reversibles por los cuales las
particulas sdlidas del suelo, adsorben iones de la fase liquida liberando al
mismo tiempo otros iones en cantidades equivalentes, estableciéndose el
equilibrio entre ambos. Es un proceso dinamico que se desarrolla en la

superficie de las particulas (Mitsch y Gosselink, 1993).

Como los iones adsorbidos quedan en condicidon asimilable constituyen la
reserva de los nutrientes para las plantas. Las condiciones que originan el
intercambio idnico son los desequilibrios eléctricos de las particulas del
suelo. Para neutralizar las cargas se adsorben iones, que se pegan a la
superficie de las particulas. Estos quedan débilmente retenidos sobre las
particulas del suelo y se pueden intercambiar con la solucién del suelo
(Mitsch y Gosselink, 1993).

Dentro del cambio i6nico el mas importante y mejor conocido es la capacidad
de intercambio catidnico (Kadlec y Knight, 1995). Estos mismos autores,
definen tres valores para un suelo.
o T: capacidad de cambio total. S: suma de bases de cambio,
Na+, K+, Ca2* y Mgz+'
o T-S: acidez potencial (Als* e HY).
o V: grado de saturacion en bases en % S/T.
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Cuando V > 50% el suelo esta saturado. Si V < 50% el suelo se encuentra

desaturado.

3.1.2.4.2.2 Reacciones de oxidacion y reduccion
Los humedales son ambientes idoneos para las transformaciones quimicas
por la oxidacidn que ocurre naturalmente en sus suelos. La medida del
potencial redox (Eh) en un suelo demuestra la capacidad de oxido-reduccion
del mismo, causada directamente por sus condiciones quimicas, que muy a
menudo son inducidas por actividades microbiolégicas (por ejemplo,

bacterias sulfato-reductoras y ferrobacterias) (Mitsch y Gosselink, 1993).

La medida de este parametro no es facil y su dificultad aumenta en los suelos
hidricos y esta dificultad se debe a diferentes causas, algunas de las cuales
incluyen: la presencia de pares redox a bajas concentraciones; su
electroactividad en relacion con el electrodo de medida (Pt, Au, grafito); la
existencia de equilibrios como el sistema H,O/O,, de dificil medida, entre
otros (Kadlec y Knight, 1995). Cuando el Eh>300 My, las condiciones son
aerobicas porque la disolucion de oxigeno es disponible. Cuando el Eh<-
100Mv, las condiciones son anaerobicas porque no hay oxigeno disuelto
(Kadlec y Knight, 1995).

Esta caracteristica guarda relacion con la aireacién (velocidad de difusion del
O,) y el pH, que también determinan la actividad microbiana. El agua influye
en estos procesos al modificar la distribucidn de la atmosfera del suelo y por
ello, la difusion del O, (Mitsch y Gosselink, 1993).

El potencial redox afecta a aquellos elementos que pueden existir en mas de

un estado de oxidacion (por ejemplo C, N, S, Fe, Mn y Cu) (Kadlec y Knight,
1995).
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3.1.2.4.2.3 pH
El pH tiene una influencia decisiva en los procesos genéticos del suelo, en la
asimilacion de los nutrientes y en el desarrollo de la actividad microbiana; se
ve influido por la alteracion mineral, la evolucion de la materia organica, la
absorcién de iones por las plantas y el lavado del suelo (Kadlec y Knight,
1995).

Todos los procesos que generan modificaciones del pH no coexisten en el
tiempo por lo que se generarian bruscos cambios en la reaccidén del suelo y
dada la trascendencia de su valor para procesos de enorme importancia,
estos cambios podrian provocar modificaciones fatales en el comportamiento
del suelo frente a los microorganismos y al desarrollo de las plantas. Por ello
es necesario que estas modificaciones sean amortiguadas y el suelo dispone
de los mecanismos necesarios para ello, lo que se conoce como "poder

tampodn del suelo” (Buol et al., 1980).

Previo a la inundacion, los suelos pueden tener una variacion amplia de pH
de 3 a 10 unidades (Hammer, 1992). Después de la inundacion, el pH puede
inicialmente declinar debido a la descomposicion aerdbica que libera didxido
de carbono en el agua intersticial. De cualquier modo, este pH inicial fluctua
constantemente y es seguido por una caracteristica tendencia en ambos pH

hacia la neutralidad.

Este comportamiento se considera que es por la reduccion del hierro cuando
el suelo esta inundado (Hammer, 1992). En algunos suelos organicos, el pH
puede quedar muy bajo, si hay periodos de inundacion continuos. Este
resultado es probable debido a la oxidacion lenta de compuestos de sulfuro
organico resultando en la producciéon de acido sulfurico y debido a la

presencia de acidos humicos (Mistch and Gosselink, 1993).
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3.1.2.4.3 Transformaciones quimicas en humedales
Dentro de los humedales se llevan a cabo transformaciones quimicas de
varios elementos, entre las mas importantes se encuentran las siguientes: la

del nitrégeno, hierro, manganeso, sulfuro, carbono y fosforo.

3.1.2.4.3.1 Transformaciones del Nitrdgeno

Segun Reddy y D”’Angelo (1994), una de las vias mas significativas donde el
nitrégeno (N) se pierde a la atmosfera esta en los humedales. ElI N organico
se mineraliza al amonio (NH*). En condiciones aerobias, la nitrificacion
ocurre a través de Nitrosomonas luego Nitrobacter dando por resultado el
nitrito y luego nitrato. El nitrato a menudo es lixiviado pues es muy movil en
solucion; de lo contrario, puede ser sujeto de desnitrificacidn que da lugar a
las formas gaseosas del nitrégeno que se pierden a la atmodsfera. La
desnitrificacion se inhibe en suelos acidos del humedales (Reddy y D”Angelo,
1994).

3.1.2.4.3.1 Transformaciones del Hierro y del Manganeso
El hierro se reduce del ion férrico insoluble Fe* a hierro soluble y toxico Fe?*.
El manganeso se reduce de manganico insoluble (Mn*) a manganoso

soluble y téxico (Mn?*) (Hammer, 1992).

3.1.2.4.3.1 Transformaciones del Sulfuro
Segun Reddy y D”Angelo (1994), a bajos potenciales redox, el sulfuro es
reducido y liberado como sulfuro de hidrogeno (H»S). Porque la
concentracion de sulfatos es mas alta en humedales que en agua salada, la
emision de sulfuro de hidrégeno es también mas alta y la toxicidad mayor. La
toxicidad puede ocurrir como resultado del contacto con las raices, o con la
disponibilidad reducida del sulfuro a las plantas porque este precipita con los
metales traza. El zinc y el cobre pueden también limitarse porque se

precipitan con el sulfuro. Si el hierro ferroso esta presente, se precipitara con
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los sulfuros. El sulfuro de hierro (FeS) da a muchos suelos de humedales su

color negro (Reddy y D’Angelo, 1994).

3.1.2.4.3.1 Transformaciones del Carbono
Ocurre metanogénesis cuando ciertas bacterias utilizan CO, como aceptor

de electrones y producen el metano gaseoso (CH4) (Hammer, 1992).

3.1.2.4.3.1 Transformaciones del Fésforo
El fésforo es el mayor nutriente limitante en los pantanos de agua dulce, los
turbas nortefios y pantanos profundos. Estda mas disponible en humedales
agricolas y los sanjones. La retencion del fésforo se considera a menudo una
funcidén importante del ecosistema en humedales naturales y se diseha a

menudo en humedales construidos.

El fésforo ocurre en un ciclo sedimentario mas bien que gaseoso como el
nitrogeno. Estd a menudo presente en humedales como catiéon y puede
unirse en sedimentos organicos o inorganicos, asi como volverse inaccesible.
En columnas del agua, las condiciones anaerobias lo hacen soluble (Kadlec y
Knight, 1995).

3.1.2.5 Microorganismos
Una caracteristica fundamental de los humedales es que sus funciones son
principalmente reguladas por los microorganismos y su metabolismo. Los
microorganismos incluyen bacterias, levaduras, hongos y protozoarios.
(Campbell y Ogden, 1999)

3.1.2.5.1 El papel microbiano en los ecosistemas naturales
En un ecosistema microbiano, el crecimiento celular forma poblaciones. Las
poblaciones metabdlicamente relacionadas se denominan gremios y los

conjuntos de agrupaciones interaccionan formando comunidades
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microbianas, que interaccionan con comunidades de macroorganismos y con
el ambiente, todo lo cual engloba y define el ecosistema (Madigan et al.,
1999).

La energia entra en los ecosistemas en forma de luz solar, carbono organico
0 sustancias inorganicas reducidas. La luz es utilizada por los organismos
fototroficos para sintetizar materia organica nueva, que, ademas de carbono,
también contiene nitrégeno, azufre, fosforo, hierro y muchos otros elementos
(Madigan et al., 1999). Esta materia organica sintetizada, junto con la que
penetra en el ecosistema desde el exterior y con sustancias inorganicas,
determina las actividades metabdlicas de los organismos quimioorganotrofos
y quimilitotrofos (Madigan et al., 1999).

En relacién con los elementos quimicos claves de los sistemas vivos, se
puede definir un ciclo biogeoquimico como aquel en el cual el elemento
quimico experimenta cambios en su estado de oxidacién al moverse dentro
del ecosistema Los microorganismos intervienen activamente en los ciclos
biogeoquimicos y en muchos casos son los unicos agentes bioldgicos
capaces de regenerar formas de un elemento utilizables por otros

organismos, especialmente por las plantas (Madigan et al., 1999).

En un habitat, los seres vivos interaccionan con su entorno fisico y quimico
que difiere mucho en cuanto a las caracteristicas; un habitat favorable para el
crecimiento de un microorganismo puede resultar nocivo para otro. Al
realizar los procesos metabdlicos los microorganismos extraen nutrientes del
medio y los usan para producir nuevas células. Al mismo tiempo, excretan al
medio los productos de desecho de su metabolismo y por consiguiente, a lo
largo del tiempo, el medio cambia gradualmente debido a estos procesos
vitales (Rheinheimer, 1987).
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Si bien una célula individual no puede, por si sola, originar un efecto
perceptible sobre un habitat, esa célula puede ser capaz de multiplicarse
rapidamente y dar lugar a un numero enorme, tal y como ocurre con las

bacterias (Granty Long, 1989).

3.1.2.5.1.1 Las bacterias
Las bacterias junto con las Archaea, son consideradas como los entes vivos
mas pequefos. Sus actividades son esenciales para la supervivencia de
otras especies. Las bacterias se encuentran en todas partes y especies
iguales o similares pueden encontrarse, generalmente en cualquier lugar del

mundo.

Se encuentran presentes en la tierra, el agua, el aire y se distribuyen a través
del mundo en corrientes de aire y en el movimiento del agua. Incluso si las
mismas especies no estan presentes en sitios diferentes, las funciones
llevadas a cabo por los organismos presentes seran muy similares, tales
como la mineralizacion de plantas y animales muertos (Rittmann y McCarty,
2001).

Las bacterias son importantes para el medio ambiente ya que tienen la
capacidad de transformar una gran variedad de contaminantes inorganicos y
organicos en minerales inocuos, que pueden ser reciclados al medio
ambiente. Disponen de la capacidad de oxidar a muchos productos organicos
sintetizados industrialmente, lo mismo que a los producidos naturalmente
por medio de procesos biolégicos normales, por lo que, a tal propésito, se

utilizan bacterias en plantas de tratamiento de aguas residuales.
Algunas pueden convertir materia organica residual en gas metano, que es

una forma util de energia. Otras pueden transformar materia inorganica que

bajo ciertas circunstancias puede resultar nociva, como amoniaco y nitratos,
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o bien, en sustancias inocuas como gas nitrégeno, principal constituyente del
aire (Coyne, 2000)

3.1.2.5.1.2 Morfologia
Las bacterias tienen tres formas generales. Las de forma esférica son cocos;
las de forma cilindrica son varillas o bacilos y las de forma helicoidal son
espirilos. El espesor de las bacterias varia generalmente de 0,5a 2 ym y su
longitud, de 1 a 5 ym. Los cocos tienen también un diametro comprendido
entre 0,5 y 5 ym (Rittmann y McCarty, 2001). En un gramo (peso solido
seco), hay alrededor de 10'? bacterias. Debido al pequefio tamafo, la
superficie representada es de aproximadamente 12 m2/g. Por ello, las
bacterias tienen una gran superficie de exposicibn a su entorno, lo que
permite una rapida difusion de alimento en la célula y grandes tasas de

crecimiento (Rittmann y McCarty, 2001).

Aunque no todas las bacterias tienen las mismas caracteristicas
estructurales, la pared de la célula es comun a todas, asi como la membrana
de la célula, que se situa justo detras de la pared de la célula y el fluido
coloidal interno llamado citoplasma (Rittmann y McCarty, 2001). La pared de
la célula se compone de un esqueleto repetido llamado peptidoglucano. Cada
seccion de peptidoglucano consiste en N-acetilglucosamina, acido N-
acetilmuramico y de un pequefio grupo de aminoacidos, como alanina, acido

glutamico y lisina o acido diaminopimélico (Rittmann y McCarty, 2001).

La pared celular tiene, a menudo, otros componentes materias asociados
que le aportan caracteristicas especiales. Por ejemplo, las bacterias que no
pueden ser coloreadas con la coloracion de Gram (Gramnegativas), tienen
un contenido mas alto en liposacaridos en la pared de la célula y mas

aminoacidos que las bacterias Grampositivas. Por otra parte, los acidos
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teicoicos son caracteristicos de las paredes de células de bacterias

Grampositivas (Pelczar et al., 1993).

Algunas bacterias, como las del género Bacillus y Clostridium, tiene una
capacidad de formar endosporas (0 esporas formadas en el interior de la
célula). La formacion de esporas ocurre, generalmente, cuando el entorno
sufre un cambio a un estado adverso al crecimiento de la bacteria, tal como

la desaparicion de un nutriente preciso, o desfavorables temperaturas o pH.

Estas caracteristicas ayudan a impartir gran resistencia a célula durante afos
y quizas siglos. Cuando una endospora se encuentra en un entorno favorable
a su crecimiento, se produce su germinacion o vuelta al estado vegetativo.
Las bacterias que forman endosporas son bastante dificiles de destruir

mediante técnicas normales de esterilizacion (Varnam y Evans, 2000).

Otra caracteristica externa de algunas bacterias son los flagelos. El numero y
localizacion de los flagelos son diferentes para las diferentes especies.
Algunas pueden contener un unico flagelo terminal (polar), otras pueden
tener varios en un extremo, otras, varios en ambos extremos y otras tenerlos
distribuidos sobre la totalidad de la célula (peritricos) (Rittmann y McCarty,
2001).

3.1.2.5.1.3 Metabolismo bacteriano
La energia requerida para el mantenimiento de la vida y para la sintesis de
los componentes celulares es obtenida por la transformacion ordenada de las
substancias que ingresaron a la célula. Estas son modificadas por una serie
de reacciones enzimaticas sucesivas, a través de rutas metabolicas
especificas. Las vias metabdlicas tienen las funciones de proveer los
precursores para los componentes celulares y obtener energia para los

procesos de sintesis y otros que requieran energia (Dreyfus, 1996).
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El metabolismo se puede dividir en dos grandes partes: el catabolismo y el
anabolismo. La fase del metabolismo que descompone las moléculas
grandes en pequenas es el catabolismo. Las moléculas grandes como las
proteinas, las grasas (lipidos) o los azucares (carbohidratos), que provienen
de nutrientes del medio ambiente, se descomponen enzimaticamente
(Prescott et al., 1999).

El producto de esta descomposicion o degradacién lo forman las moléculas
mas simples y pequefas como, por ejemplo, el acido lactico, el acido acético,
el dibxido de carbono, el amoniaco y la urea, entre otros. De estas
reacciones quimicas de degradacion se obtiene la energia quimica contenida
en las estructuras de las grandes moléculas. Esta energia se conserva en
forma de molécula conocida como adenosintrifosfato (ATP), la cual es de
vital importancia en el metabolismo de cualquier organismo vivo (Prescott et
al., 1999).

Por otra parte, el anabolismo es la fase del metabolismo durante la cual se
sintetizan de nuevo las moléculas que la bacteria o célula utiliza para
regenerarse, mantenerse o dividirse, como son: las grasas, las proteinas, los
azucares o carbohidratos y los acidos nucleicos (ADN y ARN), que forman
parte funcional o estructural de los organismos (Madigan et al., 1999). Esto lo
lleva a cabo el microorganismo o la célula a partir de los constituyentes

primarios que se obtienen de los nutrientes.

Sin embargo, tales procesos de sintesis requieren de energia y ésta la
proporciona el ATP que fue generado durante el catabolismo (Madigan et al.,
1999). Asi, el anabolismo y el catabolismo se llevan a cabo simultaneamente
y cada uno esta regulado en forma muy precisa ya que ambos procesos son

interdependientes (Carrillo, 2003).
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3.1.2.5.1.4 Respiracion celular

La respiracion celular es una parte del metabolismo, concretamente del
catabolismo, en la cual la energia contenida en distintas biomoléculas, como
los glucidos, es liberada de manera controlada. Durante la respiracién una
parte de la energia libre desprendida en estas reacciones exotérmicas, es
incorporada a la molécula de ATP, que puede ser a continuacion utilizado en
los procesos endotérmicos, como son los de mantenimiento y desarrollo del
organismo (Dreyfus, 1996).

La respiracion celular podria dividirse en dos tipos, segun el papel atribuido al
oxigeno:

3.1.2.5.1.4.1 Respiracién aerobia

La respiracion aerobia hace uso del O, como aceptor ultimo de los electrones
desprendidos de las sustancias organicas. Es la forma mas extendida, propia
de una parte de las bacterias y de los organismos eucariontes, cuyas
mitocondrias derivan de ellas. Se llama aerobios a los organismos que, por
este motivo, requieren O, (Prescott et al., 1999). La figura 1 representa las

vias metabdlicas de organismos que aerébicos (Carrillo, 2003).
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Tomado de: (Carrillo, 2003)
Figural. Metabolismo de microorganismos aerobios
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3.1.2.5.1.4.2 Respiracion anaerobia
En la respiracion anaerobia no interviene el oxigeno, sino que se emplean
otros aceptores finales de electrones, muy variados, generalmente minerales
y, a menudo, subproductos del metabolismo de otros organismos. Un
ejemplo de aceptor es el SO4** (i6n sulfato), que en el proceso queda
reducido a H,S. La respiracion anaerobia es propia de procariontes diversos,
habitantes sobre todo de suelos y sedimentos y algunos de estos procesos
son importantes en los ciclos biogeoquimicos de los elementos. No debe
confundirse la respiracion anaerobia con la fermentacién, que es una
oxidacion-reduccion interna a la molécula procesada, en la que no se

requiere ni Oz ni ningun otro aceptor de electrones (Prescott et al., 1999).

Los productos de la respiracion anaerdbica son facilmente detectados: las
burbujas de Nz, NO,, CH4 (inflamable); el olor de H,S; la formacion de 6xido
de hierro diamagnético (Fenchel et al., 2000). La figura 2 muestra los

contrastes entre la respiracion aerobica y la anaerdbica (Carrillo, 2003).
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Figura 2. Flujo de carbono y energia en distintos tipos de metabolismo
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3.1.3 FUNCIONES, PRODUCTOS y ATRIBUTOS DE LOS
HUMEDALES

De la interaccion entre los componentes agua, suelo y biota (animales vy

vegetales) y dentro de ellos, se originan las funciones, los productos vy

atributos de los humedales (Dugan, 1992).

3.1.3.1 Funciones
Los humedales poseen unos atributos o valores intrinsecos que los
distinguen de otros ecosistemas, derivado de estos valores, se desarrollan
unas funciones ambientales y culturales, que vienen a ser como servicios con
que los humedales contribuyen a que se desarrollen los procesos que
sustentan la vida de los vegetales, de los animales y también del hombre
(Vinals, 2004).

Se han identificado muchas de las funciones que son caracteristicas de los
humedales, pero como menciona Dugan (1992), no todas las caracteristicas
que se establezcan, estan presentes en todos los tipos de humedales, ni
todas las funciones se desempefian de la misma manera en cada humedal.

Como se observa en la figura 3, para el presente trabajo, las funciones mas

sobresalientes de los humedales de agua dulce incluyen:
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acuiferos
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Tomado de: (Dugan, 1992)
Figura 3. Principales funciones de los de humedales dulceacuicolas

3.1.3.1.1 Retencion de nutrientes
Esta funcion tiene lugar cuando los nutrientes, fundamentalmente nitrégeno y
fésforo, se acumulan en el subsuelo o se almacenan en la vegetacion del
humedal. Los humedales que remueven nutrientes mejoran la calidad del
agua y ayudan a prevenir la eutrofizacién. En ciertas circunstancias, los
humedales pueden usarse para el tratamiento de aguas domésticas servidas
provenientes de pequefias comunidades sin industrias (Dugan, 1992).
Cuando los humedales extraen nutrientes se les denomina “sumideros”. Esto
es de especial importancia en lo que se refiere a los nitratos, pues pueden
volverse a convertir en nitrégeno gaseoso y circular nuevamente hacia la

atmosfera como resultado de la desnitrificacion. Cuando los materiales se
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exportan, los humedales actian como “fuentes”. Una funcion comun de los
humedales durante la estacion de crecimiento es la acumulacién de
nutrientes cuando el agua corre lentamente. Luego, estos nutrientes
alimentan la produccion de peces y camarones, asi como el bosque, la vida

silvestre y los productos agricolas de los humedales (Dugan, 1992).

3.1.3.1.2 Retencién de sedimentos y sustancias toxicas
El sedimento es a menudo el mayor agente contaminador del agua en
muchos sistemas hidrograficos. Como los humedales ocupan cuencas
comunmente, pueden servir de pozos para el deposito de sedimentos. Donde
la vegetacion y el pasto disminuyen la velocidad del caudal de un rio, la tasa

de asentamiento de los sedimentos aumenta (Dugan, 1992).

La acumulacién de demasiado sedimento en un humedal puede alterar sus
funciones biolégicas, el almacenamiento de aguas de inundacion y el
intercambio de agua subterranea. Sin embargo, la calidad de los ecosistemas
rio abajo se mantiene si el sedimento suspendido se retiene aguas arriba. A
menudo las sustancias toxicas (tales como pesticidas) se adhieren al
sedimento suspendido; pueden entonces quedar retenidas junto con él
(Dugan, 1992).

La retencion de sedimento en los humedales aguas arriba alargara el tiempo
de vida de los embalses y de los canales rio abajo y reducira la necesidad de
remover, a altos costos, el sedimento acumulado en los diques, las esclusas,

las centrales eléctricas y otras obras de este tipo (Dugan, 1992) .

3.1.3.1.2.1 Funcion depuradora de los humedales
La utilizacién de los humedales como depuradores naturales de aguas
residuales se ha venido haciendo histéricamente: las civilizaciones vertian

sus desechos directamente en ellos. La cuestion en la actualidad es dilucidar
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qué capacidad tendran los humedales de soportar esa funciébn ya que
podrian ser un complemento a las estaciones o plantas depuradoras v,
ademas, decidir qué se puede hacer para protegerlos (Barbier et al., 1991).
Si este tipo de tratamiento de aguas residuales sigue progresando se
deberia poner mas énfasis en la conservacion y recuperacion de humedales
naturales. De esta forma se invertiria en favorecer el incremento de la
diversidad biolégica y aumento del habitat para numerosas especies
adaptadas a estos ecosistemas, al tiempo que se prestaria un gran servicio
ambiental (Barbier et al., 1991).

Se parte de la premisa de que el humedal hace de "filtro" de numerosos
contaminantes, es decir, la cantidad de sustancias que entran a este
ecosistema es mayor que la que sale. Las sustancias que entran a formar
parte del humedal pueden pasar por varios procesos diferentes ya sean
alteraciones quimicas o bioldgicas, simple acumulacion o el paso a otro tipo

de ecosistema (Johnston, 1991).

Las sustancias eliminadas del agua por sedimentacién, en teoria, se eliminan
de forma reversible ya que podrian volver a resuspenderse en el medio
gracias a las perturbaciones fisicas y a la actividad bi6tica. Aun asi, se ha
visto que, en la practica, la acumulacién de sustancias por esta via varia
poco a lo largo del tiempo, por ello, se podria considerar un mecanismo

relativamente irreversible (Johnston, 1991).

De hecho, la cantidad de sustancias almacenadas en el sedimento pueden
ser fruto, tanto de una alta eficacia de retencién como de una baja retencion
que ocurre durante un largo periodo de tiempo. Asi, la importancia y la
efectividad de la eliminacibn de sustancias contaminantes del agua
dependen, no solo de la velocidad a la que son asimiladas sino también del

tiempo de retencion de dichas sustancias (Johnston, 1991).
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Sin embargo, el factor mas importante en la cantidad de sedimento
acumulado en los humedales es la naturaleza de los aportes de agua y no de

las caracteristicas intrinsecas del humedal (Johnston, 1991).

Pérez et al., (2000), mencionan que a no ser que los humedales soporten un

aporte de vertidos organicos continuo, existen muchos factores que pueden

afectar al ritmo de acumulacién de la materia organica tales como:

1. Clima: influencian multiples factores, tales como, la velocidad de
descomposicion, la formacion de materia organica en el humedal, la flora
y la fauna regional.

2. Naturaleza del material vegetal: diferentes especies de plantas tienen
velocidades de descomposicion diferentes.

3. Fuego: destruye la vegetacion pero las cenizas aumentan la cantidad de
nutrientes disponibles para los productores primarios.
Inundaciones que pueden provocar condiciones anaerobias.

Alteraciones humanas: cultivos, vertidos, desecacion.

Las deposiciones de origen organico ocurren cuando la produccion de
biomasa mas los componentes organicos provenientes del exterior del
humedal es mayor que el ritmo de descomposicion de esa biomasa, asi, por
ejemplo, las turberas suelen encontrarse en humedales debido a la lentitud
de los procesos de descomposicidon causado por la escasez de oxigeno
(Pérez et al., 2000).

3.1.3.1.2.2 Descomposicién de la materia organica
La descomposicion de materia organica es uno de los procesos claves en el
funcionamiento de los todos los ecosistemas, incluidos los acuaticos
(Alvarez, 2005). No obstante, aunque la descomposicion constituye un
proceso ecosistémico, de importancia comparable a la produccion primaria,

se conoce mucho mejor todo lo relacionado con esta ultima y el papel que
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desempenan los organismos autoétrofos en la misma, que lo relativo a los
procesos de descomposicion y, especialmente, al papel que llevan a cabo los
microorganismos en ellos (Alvarez, 2005). Existen diferentes razones para
este desconocimiento, la mas importante es que la descomposicién es un
proceso muy complejo que se manifiesta a nivel de comunidad, involucrando
a multiples organismos a distintas escalas espaciales y temporales, mientras
que la produccion primaria es un proceso que, en Uultima instancia, se
manifiesta a nivel de cada organismo autétrofo de forma individual e

involucra a una fraccién mucho menor de biodiversidad (Alvarez, 2005).

Los organismos de la zona profunda son principalmente productores
secundarios y, en su mayor parte, dependen del transporte de compuestos
organicos desde las capas de arriba. Los nutrientes particulados sedimentan
gracias a la gravedad y se concentran en la superficie del sedimento. Los
sedimentos de la superficie pueden ser aerdbicos, permitiendo asi la
descomposicion aerdbica de los nutrientes organicos acumulados (Atlas y
Bartha, 2002).

La descomposicion anaerobia de compuestos organicos ocurre
principalmente sobre o bajo la superficie de los sedimentos del fondo, donde
el oxigeno a menudo se agota. El oxigeno se difunde muy lentamente entre
los espacios porosos rellenos de agua del sedimento y la materia organica
utiliza rapidamente cualquier cantidad de oxigeno disponible. Por esta razén,
en los sedimentos donde abunda la materia organica, solamente unos pocos
milimetros de la parte superior suelen estar oxigenados (Atlas y Bartha,
2002).

Es de especial importancia el area limitrofe entre el agua y el sedimento,

considerando que esta region es un sitio de intensa actividad microbiana.

Una gran variedad de bacterias pueden ser aisladas en altas
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concentraciones, sin embargo, pocos, han sido los intentos de determinar la

actividad bacteriana in situ de este importante sector (Chocair, 1982).

Las transformaciones llevadas a cabo por bacterias bénticas puede ser, en
algunas ocasiones, la principal fuente de nueva materia organica en la
columna de agua. Esa produccidén de materia organica esta representada por
una reutilizacion de energia almacenada, a través de procesos heterotroficos

y quimosintéticos (Chocair, 1982).

Segun Chocair (1982), las bacterias heterotréficas exhiben tres funciones en
un ecosistema acuatico:

1. Son consumidoras de materia organica disuelta en el medio ambiente,
resultando en una autopurificacion de compuestos fotosintéticos y aléctonos;

2.  Contribuyen en el reciclaje de substratos inorganicos para los productos
primarios;

3. Son productoras también, en el sentido que son capaces de convertir
sustancias organicas disueltas en materia particular y de esta manera

ponerla a disposicion de los primeros eslabones de la cadena alimentaria.

La materia organica disuelta representa una fuente intermedia de carbon
entre el detritus y las bacterias. De esta manera, una medida de la dinamica
de su utilizacion deberia dar una estimacién indirecta de la produccion
heterotrofica microbiana como también de la descomposicion de los detritus.
Considerando que hay muchas moléculas organicas complejas en el agua y
en los sedimentos, a muy bajas concentraciones, a menudo es muy dificil
medir el crecimiento y la actividad de microorganismos como respuesta a

solutos organicos especificos (Chocair, 1982).

Hasta ahora no existe una técnica para determinar el ritmo de utilizacién de

esos substratos, sin embargo, la mejor herramienta disponible para estudiar
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la utilizacion de solutos organicos es la técnica denominada "potencial
heterotréfico", descrita originalmente por Parsons y Strickland (1962) citado
por Chocair (1982), en donde ellos estudiaron la incorporacion de substratos
marcados con C' por parte de organismos plancténicos y descubrieron que
sus datos seguian la dinamica enzimatica de Michaelis-Menten. Esta técnica
ha sido adoptada por muchos investigadores como una técnica estandar para
determinar la actividad heterotrofica de microorganismos en el medio
acuatico (Chocair, 1982).

Segun Wood (1970) citado por Chocair (1982), la mayoria de las
investigaciones previas han estudiado la actividad heterotrofica bacteriana en
el medio acuatico mas que en los sedimentos, sin embargo, algunos
cientificos han utilizado la técnica del "potencial heterotrofico" para estudiar la

actividad microbiana en sedimentos.

3.1.3.1.3 Recarga de acuiferos
La existencia de una gran reserva dulceacuicola en el subsuelo de algunos
humedales los hacen poseedores de un recurso inestimable como es el
agua. Los humedales forman parte del ciclo hidrolégico ya que pueden actuar
como zona de recarga, almacenamiento y/o de descarga de las aguas

superficiales y subterraneas.

Esta funcion se cumple cuando el agua desciende desde el humedal hacia
los acuiferos subterraneos. El agua llega usualmente al acuifero mas limpia
que cuando comenzé a filtrarse desde el humedal. Ya en el acuifero se le
puede extraer para consumo humano, o puede correr lateralmente bajo tierra
hasta que alcanza la superficie en otro humedal en forma de descarga de
acuiferos. Asi la recarga de un humedal estéa ligada a la descarga de otro. La

recarga también es importante para el almacenamiento de agua de
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inundaciones ya que el agua se almacena temporalmente bajo tierra, en

lugar de correr rapidamente y desbordarse (Dugan, 1992).

3.1.3.1.4 Descargade acuiferos
Esta funcién se cumple cuando el agua que ha sido almacenada bajo tierra
asciende hacia un humedal y se transforma en agua superficial. Los
humedales que reciben la mayor parte de su agua por descarga del acuifero
usualmente sostienen comunidades biolégicas mas estables ya que las
temperaturas y los niveles del agua no varian tanto como en los humedales
que dependen de corrientes superficiales. Los humedales que se alimentan
de descargas subterraneas influyen directamente sobre el flujo de las
corrientes. Algunos humedales son sitio de descarga de acuiferos en cierta
época del afio y, en otra, actian como lugar de recarga, dependiendo del

ascenso o descenso de los mantos freaticos locales (Dugan, 1992).

3.1.3.1.5 Control de inundaciones
Los humedales, al encontrarse en zonas deprimidas, actuan algunas veces
positivamente frente a las inundaciones, haciendo de caja de expansién
cuando hay crecidas fluviales, ralentizando y disminuyendo los efectos
destructivos de los rios. Es decir, hay momentos puntuales en que los rios y
barrancos llevan caudales de agua muy elevados debido a fuertes lluvias
(Vinals, 2004). Pues bien, la presencia de la vegetacion palustre y el efecto
de presa y laminacién de flujo que propicia el humedal, contribuyen a mitigar
el pico de crecida al extenderse el agua sobre una gran superficie y perder

velocidad y, por tanto, capacidad erosiva (ViAals, 2004).
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3.1.3.1.6 Captacion de energia solar

Una de las funciones menos visibles de los humedales, sobre todo de los de
tipo palustre, es la de captar energia solar. Las plantas gracias a la funcion
clorofilica, cuyas hojas actuan a modo de “paneles solares”, absorben la
energia solar y la transforman en materia (sustancias nutritivas -almidon,
celulosa, azucar, etc.- a partir de sustancias minerales) (Vifals, 2004). De
esta forma, se produce una gran cantidad de alimentos primarios que
facilitan el comienzo de numerosas cadenas tréficas o alimentarias. Desde el
punto de vista del aprovechamiento humano esta alta productividad por
hectarea significa que en estos suelos tienen lugar cosechas muy numerosas
(Vinals, 2004).

3.1.3.1.7 Otras funciones importantes de los humedales
Ademas de las funciones antes mencionadas existen otras propias de
ecosistemas de humedales que no corresponden de forma directa al
desarrollo de este estudio, que sin embargo, son muy importantes en el

desarrollo normal de cualquier otro tipo de humedal (Dugan, 1992).
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Cuadro 2. Funciones de humedales no vinculadas directamente con los humedales dulceacuicolas

Estabilizacion
de microclimas

Los ciclos hidrolégicos, de nutrientes y de materia y los flujos de energia de los humedales,
pueden estabilizar las condiciones climaticas locales, en particular las precipitaciones y las
temperaturas, influyendo tanto en las actividades agricolas como en aquellas basadas en los
recursos naturales y en el humedal mismo.

Estabilizacion

de la linea
costera y
control de la
erosion.

La vegetacion puede estabilizar la linea costera, logrando la reduccion de la energia contenida
en el oleaje, corrientes y el viento, al mismo tiempo que las raices de las plantas son capaces
de retener sedimentos del fondo. Esto puede prevenir tanto la erosién de valiosas tierras
agricolas o de la habitacion, como el dafio a la propiedad.

Exportacion de

Muchos humedales sostienen la vida de densas poblaciones de peces, ganado o vida silvestre,

biomasa que se alimentan de sus aguas ricas en nutrientes o de su sustrato, o bien comen sus
exuberantes pastizales. Pero ademas de esta produccion dentro de los humedales, los
ambientes rio abajo y en las aguas costeras también se benefician de los nutrientes llevados
por las corrientes superficiales, los arroyos, o por medio de la recarga de los acuiferos.

Proteccion Muchos humedales, como los ecosistemas boscosos costeros, ayudan a disminuir la fuerza y el

contra dafo que los huracanes y tormentas tropicales producen.

tormentas

Transporte de | Los habitats de aguas abiertas de los humedales sirven como medio de transporte de bienes y

agua pasajeros y en algunos casos son una alternativa a los medios de transporte terrestres.

Fuente: (Dugan, 1992)
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3.1.3.2 Productos
Ademas de desempenar los numerosos papeles y funciones vitales
mencionados en las paginas anteriores, los humedales proporcionan a los
seres humanos diversos beneficios que revisten la forma de productos
susceptibles de explotarse para uso por el hombre, tales como (Vifals,
2004):

3.1.3.2.1 Forestales
El aprovechamiento directo de los recursos forestales de los humedales
puede proveer de una serie de bienes maderables como la lefia, la madera y
la corteza; o bien, no maderables como los medicamentos y las resinas, que

son productos forestales “secundarios” no maderables (Dugan, 1992).

3.1.3.2.2 Vidasilvestre
Los humedales son habitat que mantienen altas diversidades de vida
silvestre, proporcionando recursos recreativos y productos comerciales tales

como carne, pesquerias, pieles, mieles, huevos (Dugan, 1992).

3.1.3.2.3 Recursos agropecuarios
3.1.3.2.3.1 Pastoreo
Los humedales son ecosistemas de alta productividad primaria, por lo que se
generan hojas, pastos y vainas que sirven de alimento para el ganado,

principalmente durante el periodo seco (Dugan, 1992).

3.1.3.2.3.2 Agricolas
Muchos humedales han sido convertidos en zonas de agricultura, mientras
otros se cultivan en su estado natural. El manejo adecuado de practicas de

cultivo puede traer grandes beneficios a las comunidades rurales (Dugan,
1992).
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3.1.3.2.4 Fuente de energia
Estas areas poseen un gran potencial en términos de obtencion de energia
para la produccion hidroeléctrica, por ejemplo en Costa Rica, el Embalse

Arenal, o uso de otros energéticos contenidos en las turberas (Dugan, 1992).

3.1.3.3 Atributos
Los atributos son aquellos componentes de los humedales que poseen valor
por si mismos o porque permiten a otros usos, aunque no necesariamente
son utilizados. Su valor se realza si el humedal se mantiene intacto o

preservado (Alvarez, 1999).

3.1.3.3.1 Diversidad biolégica
Los humedales mantienen una concentracion espectacular de vida silvestre,
tanto animal como vegetal, destacando el numero de especies de las aves,
los peces y los invertebrados. Ademas constituyen ambientes clave como

habitat de especies escasas o amenazadas (Gémez et al., 1997).

3.1.3.3.1 Caracteristicas patrimoniales y culturales

Numerosos humedales tienen una gran importancia como parte del
patrimonio cultural ya que muchos de ellos estan estrechamente ligados a
tradiciones y leyendas, a manifestaciones culturales o religiosas o incluso a
la literatura (Gomez et al., 1997).

Ademas, que tienen un extraordinario valor como recurso paisajistico de
primer orden que cada afo atrae a numerosos visitantes ya que cuentan con
un elevado valor cientifico, no solamente por sus componentes bidticos y
abioticos actuales, sino también como excelentes testigos de épocas
pasadas ya que en muchos casos (turberas, lagunas salinas) conservan
registros polinicos de gran importancia para conocer como eran los sistemas

naturales pasados (Vifials, 2004).
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Gracias a todas estas funciones, productos y atributos los humedales tienen
un considerable valor tanto en términos naturales y culturales como
economicos (Gémez et al., 1997). Hasta muy recientemente los valores o
beneficios, especialmente los valores econémicos, no se han considerado y
su pérdida no se ha tenido en cuenta en los planes de transformacion de los
humedales. Es necesario incorporar la valoraciéon econdmica para adjudicar
un valor cuantificable a las funciones del humedal antes de acometer

cualquier transformacién (Gomez et al., 1997).

3.2 METODOS DE ECOLOGIA MICROBIANA

3.2.1 Crecimiento microbiano
Por crecimiento microbiano se entiende el aumento del numero de
microorganismos a lo largo del tiempo. Por lo tanto, no se refiere al
crecimiento de un unico microorganismo que se denominara ciclo celular,

sino al demografico de una poblacién (Madigan et al., 1999).

A lo largo del ciclo celular tiene lugar la replicacion del material genético, la
sintesis de componentes celulares, la elongacion de la bacteria para alcanzar
un tamafo doble del inicial y su divisidon por biparticién para dar lugar a dos
células hijas. La duracion del ciclo celular coincide con el tiempo de
generacion y depende, en general, de los mismos factores de los que
depende este. El crecimiento de una poblacién resulta de la suma de los
ciclos celulares de todos los individuos de dicha poblacion (Madigan et al.,
1999).

3.2.2 Cultivo de microorganismos
El cultivo de microorganismos consiste en proporcionarles las condiciones
fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para que puedan multiplicarse de

forma controlada. En general, se pueden distinguir cultivos liquidos y sdlidos
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en funcién de las caracteristicas del medio y cultivos discontinuos y continuos
en funcién de la disponibilidad de nutrientes en el medio (Madigan et al.,
1999).

3.2.2.1 Fuentes de energiay carbono
Una caracteristica importante de las bacterias es la enorme variedad de
fuentes de energia que puedan usar para su crecimiento y mantenimiento.
Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se
pueden clasificar en autotrofos si es el CO, atmosférico (microorganismos
que fotosintetizan) y heterétrofos si utilizan carbono organico (Prescott et al.,
1999). La formula elemental de un microorganismo es, aproximadamente,
C4H70O2N, que supone que los componentes de las células son: carbono que
representa alrededor del 50% del peso seco, oxigeno (32%), nitrégeno
(14%), fésforo (3%), azufre (en torno al 1%) y otros elementos traza entre los

que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cu (Prescott et al., 1999).

3.2.2.2 Medios de cultivo
La elaboracion de medios de cultivo requiere proporcionar los elementos
antes citados en una forma asimilable. Asi, por ejemplo, el C debe estar en
forma de carbono organico para los heterétrofos y como CO, para los
autétrofos, el N en forma de NH4, de NO3s o de NO; o en forma de
aminoacidos a los que se pueda tomar su grupo amino; el P debe estar en
forma de PO4%, el S procede de aminoacidos sulfurados o de SO,*. Ademas,
en ciertos casos, es necesario afadir a los medios de cultivo algunos
aminoacidos o vitaminas que determinados tipos de microorganismos no

pueden sintetizar (Prescott et al., 1999).
El conocimiento de la formula elemental del microorganismo que se cultiva

facilita la formulacion del medio de cultivo mas adecuado para el mismo. Los

medios de cultivo se pueden clasificar en definidos cuando su composicién
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quimica se conoce totalmente y complejos cuando no es el caso porque
estan compuestos por mezclas de extractos de materiales complejos

(extracto de levadura, extracto de carne, etc.) (Madigan et al., 1999).

En funcién de los microorganismos que pueden crecer en ellos, los medios
pueden ser generales, selectivos cuando favorecen el crecimiento de ciertos
microorganismos mientras suprimen el de otros (por ejemplo, el medio SPS
para clostridios), diferenciales cuando alguno de sus componentes permite
identificar las colonias de un tipo de microorganismos, selectivo-diferenciales
cuando combinan las dos caracteristicas anteriores (por ejemplo, el agar de
MacConkey y medios de enriquecimiento que permiten aislar un tipo
determinado de microorganismo a partir de una mezcla de una poblacion

mixta de gran tamafio (Prescott et al., 1999).

3.2.2.2.1 Crecimiento microbiano en medio sélido
Cuando una célula aislada e inmdvil comienza a crecer sobre un substrato
sélido, el resultado del crecimiento al cabo del tiempo es una colonia. Por
consiguiente, se denomina unidad formadora de colonia (UFC) a una célula
bacteriana viva y aislada que si se encuentra en condiciones de substrato y
ambientales adecuadas da lugar a la produccion de una colonia en un breve

lapso de tiempo (Collins y Lyne, 1999).

Si el numero inicial de bacterias por unidad de superficie es muy alto, la
confluencia de las colonias da lugar a lo que se llama un césped cuando se
realizan los cultivos en placas de laboratorio. En el caso de microorganismos
moviles (deslizantes) o en el de los hongos filamentosos que tienen un
crecimiento tréfico no se producen colonias aisladas sino formaciones mas

difusas o miceliares (Collins y Lyne, 1999)
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3.2.3 Métodos de aislamiento
El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la
mayoria de los casos, mediante la produccion de colonias aisladas en
cultivos sdlidos. El crecimiento explosivo de las bacterias permite producir un
gran numero de ellas a partir de una unica célula inicial de forma que, tras un
periodo de incubacién en las condiciones ambientales adecuadas, se
produce una colonia observable a simple vista y formada por individuos

iguales (un clon bacteriano) (Pelczar et al., 1993).

Sin embargo, no todos los microorganismos presentes en las muestras
ambientales son cultivables (microorganismos no cultivables). Esto es debido
a dificultades intrinsecas en el cultivo (microorganismos parasitos de otros),
al desconocimiento de los requerimientos especificos de cultivo y a la
existencia de grupos de microorganismos que deben mantenerse en
equilibrio para poder sobrevivir. Se estima que, sélo en torno al 1% de las
bacterias del suelo, o el 0,1 - 0,01% de las bacterias marinas son cultivables
(Maier et al., 2000).

Existen procedimientos de enriquecimiento del numero de bacterias de
ambientes naturales para facilitar su aislamiento. Uno de ellos es la Columna
de Winogradski que crea un microcosmos para enriquecer el numero de
ciertos tipos de microorganismos presentes en ambientes naturales con

objeto de facilitar su aislamiento (Pelczar et al., 1993).

3.2.4 Cultivo puro
Se denomina cultivo puro (axénico) al que contiene soélo un tipo de
microorganismos. Los cultivos puros se inician a partir de colonias aisladas,
de manera que todos los individuos de la colonia tengan la misma
composicién genética. Los cultivos puros son esenciales para poder estudiar

las caracteristicas de los microorganismos y para poder identificarlos con
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seguridad (Prescott et al., 1999). Sin embargo, cada vez que se conoce mas
sobre el funcionamiento de las comunidades bacterianas se debe reflexionar
sobre el hecho de que un cultivo puro supone unas condiciones no naturales
y que, por consiguiente, la fisiologia de los microorganismos en ambientes
naturales puede ser diferente de la que presentan en condiciones de cultivos

puros (Prescott et al., 1999).

3.2.5 Cultivo de anaerobios

Se necesita prestar atencion especial a la recoleccion, manejo y
procesamiento de muestras qye van a ser estudiadas por anaerobiosis, pues
son muy sensibles al oxigeno. Con el cultivo anaerdbico, el microbidlogo se
enfrenta no solo con los problemas habituales de obtener y conservar la
muestra libre de contaminacion, sino que también tiene que asegurarse que
la muestra no entre en contacto con el aire (Madigan et al., 1999). Cuando se
precisa de una incubacion en anaerobiosis, las placas de agar se colocan en
una jarra sellada que se hace andxica reemplazando la atmésfera de la jarra
con una mezcla de gas libre de oxigeno o anadiendo algun compuesto que
elimine el oxigeno de la atmdsfera de la jarra cerrada. Por ejemplo, para
incubar en anaerobiosis en esta investigacion se generé6 H, y CO; y en
presencia de un catalizador (paladio), el H, se combina con el oxigeno libre
para formar H,0, eliminandose de esta forma el oxigeno contaminante
(Madigan et al., 1999).

3.2.6 Crecimiento y enumeracion de microorganismos
Existen diferentes sistemas para detectar y medir el crecimiento de
microorganismos. Los principales incluyen:
1.- Recuento directo: consiste en la observacidn al microscopio de
volumenes muy pequefios de suspensiones de bacterias. Se usan unos

portaobjetos especiales denominados camaras de Petroff-Hausser. Para que
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la medida sea correcta es necesario que la densidad de células sea del
orden de 10° por ml (Collins y Lyne, 1999).

2.- Medida de la masa de células: el sistema se basa en que las células en
suspension dispersan la luz causando la turbidez del cultivo. La turbidez
depende de la masa en suspension y, por tanto, midiendo esta se puede
estimar aquella. Este es el parametro de medida mas facil de usar en los
cultivos de laboratorio. La densidad de células debe ser del orden de 10° por
ml (Pelczar et al., 1993).

3.- Recuento de células viables: consiste en sembrar un volumen
determinado de cultivo o muestra sobre el medio de cultivo solido adecuado
para estimar el numero de células viables contando el numero de colonias
que se forman puesto que cada una de estas deriva de una célula aislada.
Para que la medida sea correcta desde el punto de vista estadistico, es
necesario contar no mas de 300 UFC. En ciertas ocasiones en las que la
densidad de microorganismos es demasiado baja, éstos se pueden
recolectar por filtracion a través de una membrana (de 0.2 um de tamano de
poro) y posterior colocacion de la membrana en un medio de cultivo

adecuado para que se formen las colonias (Pelczar et al., 1993).

4.- Medida del numero de particulas usando contadores electrénicos de
particulas. Estos sistemas no indican si las particulas corresponden a
células vivas o muertas; pero pueden dar una idea del tamano de las

particulas (Collins y Lyne, 1999).
5.- Medida de parametros bioquimicos tales como la cantidad de ADN, ARN,

proteinas, peptidoglicano, etc. por unidad de volumen de cultivo (Collins vy
Lyne, 1999).
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6.- Medida de actividad metabdlica. Cuando las bacterias cuando respiran
producen una disminucion del potencial redox del medio en que se
encuentran como consecuencia del consumo de oxigeno, lo que se puede
evidenciar mediante la utilizacion de colorantes sensibles a oxidacion-

reduccion tales como el azul de metileno (Collins y Lyne, 1999).

3.2.6.1 Factores fisicos y quimicos que influyen en el crecimiento

microbiano

3.2.6.1.1 Temperatura
Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento adecuada. Si se
estudia la variacion de la velocidad de crecimiento en funcién de la
temperatura de cultivo, se puede observar una temperatura minima por
debajo de la que no hay crecimiento; a temperaturas mayores se produce un
incremento lineal de la velocidad de crecimiento con la temperatura de cultivo
hasta que se alcanza la temperatura 6ptima a la que la velocidad es maxima.
Por encima de esta temperatura 6ptima, la velocidad de crecimiento decae

bruscamente y se produce la muerte celular (Madigan et al., 1999).

El incremento de la velocidad de crecimiento con la temperatura se debe al
incremento generalizado de la velocidad de las reacciones enzimaticas con la

temperatura (Varnam y Evans, 2000).

La falta de crecimiento a temperaturas muy bajas se debe a la reduccion de
la velocidad de crecimiento por la reduccion de la velocidad de reaccion y al
cambio de estado de los lipidos de la membrana celular que pasan de ser
fluidos a cristalinos impidiendo el funcionamiento de la membrana celular. La
muerte a altas temperaturas se debe a la desnaturalizacion de las proteinas y
a las alteraciones producidas en las membranas lipidicas a esas

temperaturas (Varnam y Evans, 2000).
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Es importante tener en cuenta que a temperaturas bajas, el metabolismo
celular se dismnuye y las células paran de crecer; aunque no tienen porqué
morir. Sin embargo, cuando la temperatura es superior a la optima, se
produce la muerte celular rapidamente y las células no pueden recuperar su
capacidad de division si baja posteriormente la temperatura. Esto permite
esterilizar por calor y no por frio. De esta manera, los microorganismos se
han agrupado en funcién de sus temperaturas de crecimiento minima,

maxima y éptima, segun se muestra en el cuadro 3. (Madigan et al., 1999).

Cuadro 3. Agrupacion de los microorganismos en funcién de sus

temperaturas de crecimiento

Tipo de Temperatura | Temperatura | Temperatura
microorganismo minima Optima Méxima
Psicrdfilo -5 +5 12-15 15-20
Psicrotrofo -5+5 25-30 30-35
Mesofilo 5-15 30-45 35— 47
Termofilo 40 - 45 55-75 60 - 90

Fuente: (Madigan et al., 1999)

3.2.6.1.2 Actividad de agua
Se denomina actividad de agua a la relacidén entre la presion de vapor de
agua del substrato de cultivo y la presion de vapor de agua del agua pura. El
valor de la actividad de agua esta relacionado con el de la humedad relativa.
El aporte de la actividad de agua da una idea de la cantidad de agua
disponible metabdlicamente (Collins y Lyne, 1999). Por ejemplo: al comparar
el agua pura donde todas las moléculas de agua estan libremente
disponibles para reacciones quimicas con el agua presente en una disolucion

saturada de sal comun (NaCl), donde una parte importante de las moléculas
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de agua participa en la solvatacion de los iones de la sal disuelta. En este

ultimo caso, la actividad de agua es mucho menor que en el primero.

Conforme aumenta la cantidad de solutos en el medio, disminuye su
actividad de agua (Pelczar et al., 1993). Cuando un microorganismo se
encuentra en un substrato con una actividad de agua demasiado baja, su
crecimiento se detiene. Esta detencion del crecimiento no suele llevar
asociada la muerte del microorganismo, sino que éste se mantiene en
condiciones de resistencia durante un tiempo mas o menos largo. En el caso
de las esporas, la fase de resistencia puede ser considerada practicamente
ilimitada (Atlas, 1988).

3.2.6.1.3 pH

Es un parametro critico en el crecimiento de microorganismos ya que cada
tipo de microorganismo solo puede crecer en un rango estrecho de pH fuera
del cual mueren rapidamente. Usualmente el pH intracelular es ligeramente
superior al del medio que rodea las células ya que, en muchos casos, la
obtencién de energia metabdlica depende de la existencia de una diferencia
en la concentraciéon de protones a ambos lados de la membrana citoplasmica
(Carrillo, 2003).

El pH interno en la mayoria de los microorganismos esta en el rango de 6.0
a 7.0. Los rangos de pH tolerables por diferentes tipos de microorganismos
son, también, distintos. Hay microorganismos acidéfilos que pueden vivir a
pH=1.0 y otros alcaléfilos que toleran pH=10.0. Hay que considerar que,
como consecuencia del metabolismo, el pH del medio de crecimiento suele

tender a bajar durante el cultivo (Atlas, 1988).

Por otra parte, la caida del pH del medio que producen ciertos

microorganismos les confiere una ventaja selectiva frente a otros
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microorganismos competidores. Asi, por ejemplo, las bacterias lacticas que
producen grandes cantidades de acido lactico como consecuencia de su
metabolismo primario reducen el pH del medio de cultivo a valores inferiores
a los soportables por otras bacterias competidoras (llegan a bajar el pH del
medio hasta 4.5). De esta forma, las bacterias competidoras mueren y las

lacticas se convierten en la poblacion dominante (Pisabarro, 2005).

El descenso del pH se puede deber a varios factores, uno de los cuales es la
liberacion de acidos organicos de cadena corta (férmico, acético, lactico) por
ciertas bacterias. En este sentido, hay que tener en cuenta que la accion
bactericida de estos acidos organicos de cadena corta es mas potente que la
debida unicamente a la bajada del pH que producen. Esto es, los acidos
organicos de cadena corta son toxicos para algunas bacterias por si mismos
(Carrillo, 2003).

3.2.6.1.4 Potencial redox
Indica la capacidad del substrato para aceptar o donar electrones, esto es:
sus caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores que
intervienen en el potencial redox, aunque no el unico, es la concentracion de
oxigeno [O;] (Madigan et al., 1999).

Hay microorganismos que requieren ambientes oxidantes para crecer,
mientras que otros necesitan ambientes reductores. El metabolismo de
ambos tipos de microorganismos presenta diferencias notables. El
requerimiento de condiciones oxidantes o reductoras no debe confundirse
con la necesidad de presencia o0 ausencia de oxigeno para que se produzca

el crecimiento (Varnam y Evans, 2000).

En el curso de ciertas reacciones metabdlicas redox se forman compuestos

altamente reactivos (radicales libres, formas superdxido) que pueden dafar

48



las proteinas, membranas y acidos nucleicos produciendo la muerte de las
células. Las células se defienden de estos compuestos reactivos mediante
las enzimas siguientes: Superéxido dismutasa (SOD) y catalasa. Los
anaerobios estrictos carecen de SOD y de catalasa o tienen niveles muy
bajos de estas enzimas de forma que no pueden sobrevivir en presencia de

oxigeno. La deteccion de estas enzimas tiene valor taxondmico (Atlas, 1988).

3.3 IDENTIFICACION BACTERIANA

3.3.1 Pruebas Bioquimicas: API®
La identificacion de un organismo obliga a realizar una secuencia de pruebas
en las que se pueden cuantificar una gama de diferentes reacciones
bioquimicas. Estas pruebas miden la presencia o ausencia de enzimas que
participan en el catabolismo del sustrato o sustratos que afiaden al medio
diferencial (Madigan et al., 1999). La fermentacién de los azucares se mide
incorporando indicadores de pH que cambian de color en medio acido. La
produccion de gas hidrogeno o didéxido de carbono durante la fermentacién
de azucar se analiza observando la produccion de gas en viales de recogida

de gases o en agar (Madigan et al., 1999).

La produccion de sulfuro de hidrégeno puede revelarse en un medio con
hierro férrico que se acompleja con el H,S para formar un precipitado negro
de sulfuro de hierro (Prescott et al., 1999). La utilizacion de acido citrico, un
acido de seis carbonos que contiene tres grupos acidos carboxilicos, se
acompana de una elevacion del pH, de tal manera que la adicion al medio de
prueba de un colorante especifico vira el color cuando se dan condiciones
alcalinas. Se han desarrollado cientos de pruebas diferentes para uso clinico,

pero solamente se utilizan rutinariamente unas 20 (Prescott et al., 1999).
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Se han publicado los patrones de reaccién tipicos para un gran numero de
cepas de distintos patdgenos y en el moderno laboratorio de microbiologia
clinica toda esta informacion se almacena en un ordenador. Los resultados
de estas pruebas diferenciales para un patégeno desconocido se archivan en
el ordenador y un programa especial permite decidir, con los resultados

obtenidos, el agente etiolégico del que se trate (Madigan et al., 1999).

Los API® son versiones miniaturizadas de los procedimientos convencionales
utilizados para la identificacion de bacterias. Incluyen versiones especificas
para una gran variedad de bacterias facultativas, microaerofilicas e incluso
anaerobias y también para levaduras. Fueron disefiadas en la época de 1970
y contintan siendo un método de referencia en la evaluacion de los sistemas

automatizados de identificacion (Rodriguez et al., 2005).

Estos sistemas utilizan una bandeja con una serie de pequenos depdositos,
denominados microtubulos y contienen sustratos deshidratados para
diferentes pruebas. Las reacciones se leen luego de un periodo de
incubacién, generalmente 18 a 24 horas ya sea directamente por el
desarrollo de un color; o bien, después de agregar los reactivos reveladores

del producto de reaccién (Rodriguez et al., 2005).

El siguiente cuadro muestra algunas de las pruebas que contiene el sistema

API® para identificar especies de distintas familias:
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Cuadro 4. Pruebas de diagnéstico de bacterias

Prueba

Principio

Método

Utilizacion mas frecuente

Fermentaciéon de
hidratos de carbono

Produccion de acido y/o gas durante
el crecimiento fermentativo con
azucares o alcoholes azucarados.

Un caldo de cultivo con
hidratos de carbono y rojo
fenol como indicador de pH,
tubo invertido para el gas.

Diferenciacion de enterobacterias
(también para la separacion de
otros géneros o0 especies
distintos de algunos azucares
determinados).

Catalasa

La enzima descompone el perdxido
de hidrégeno, H,0,.

Anadir una gota de H,O, a
un cultivo denso y buscar
burbujas (O,).

Bacillus (+) de Clostridium (-);
Streptoccocus (-) de
Micrococcus- Staphilococcus (+).

Utilizacion de citrato

La utilizacion de citrato como uUnica

Un medio de citrato con azul

Klebsiella-Enterobacter (+) de

fuente de carbono produce la | de bromotimol como | Escherichia (-), Edwardsiella (-)
alcalinizacion del medio. indicador de pH. Buscar un | de Salmonella (+).
color azul intenso (pH
alcalino)
Coagulasa La enzima provoca la aglutinaciéon del | Mezclar una suspension | Staphylococcus aureus (+), de S.
plasma sanguineo. liqguida densa de bacterias | epidermis (-).
con plasma, incubar vy
buscar un coagulo de
fibrina.
Descarboxilasas La descarboxilacion de los | Medio  enriquecido con | Ayuda a la determinacion de
(lisina, ornitina, | aminoacidos libera CO2 y amina. aminoacidos. El purpura de | grupo bacteriano entre las
arginina) bromocresol como indicador | enterobacterias.
de pH vira a purpura (pH
alcalino) si actua la enzima
Prueba de la B- | El ortonitrofenil B-galactésido (ONPG) | Incubar una suspension | Citrobacter t Arizona (+) de
Galactosidasa es un sustrato artificial para la | pesada de un cultivo lisado | Salmonella (-). Identificacion de
(ONOG) enzima. Cuando se hidroliza, se | con ONPG. Buscar un color | algunas especies de Shigella y

forma el nitrofenol (amarillo).

amarillo.

Pseudomonas.

51




Prueba Principio Método Utilizacion mas frecuente
Licuefaccion de la | Muchas hidrolasas hidrolizan la | Incubar un caldo con 12% | Ayuda a Ila identificacion de
gelatina gelatina y destruyen el gel. de gelatina. Enfriar para | Serratia, Pseudomonas,

comprobar la formacién del
gel, el tubo permanece
liguido cuando se refrigera.

Flavobacterium, Clostridium.

de
de

Produccidn
sulfuro
hidrogeno (H,S)

La produccion de H,S por rotura de
los aminoacidos azufrados o)
reduccion del tiosulfato.

El H,S se detecta en un
medio rico en hierro a partir
de la formacion de sulfito
ferroso  negro  (muchas
variantes: agar hierro de
Kligler y agar hierro ftriple
azucar, también detectan la
formacion de hidratos de
carbono)

En enterobacterias, ayuda a la
identificacion de Salmonella,
Arizona, Edwardsiella y Proteus.

Prueba de indol

Conversion del las

proteinas del indol.

triptéfano de

Deteccion de indol en el
medio de cultivo con dimetil-

Distinguir Escherichia (+) de
Klebsiella (-) y Enterobacter (-);

aminobenzaldehido  (color | Edwardsiella (+) de Salmonella (-
rojo). )
Prueba del rojo de | La fermentacion mixtos de acidos | Caldo de glucosa. Después | Diferenciar Escherichia (+, cultivo
metilo producen suficiente 4acido para|de la incubacién, afiadir | rojo) de Enterobacter y Klebsiella

disminuir el pH por debajo de 4,3

indicador rojo de metilo a la
muestra.

(generalmente -, cultivo amarillo)
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Prueba Principio Método Utilizacion mas frecuente
Reduccién del | EI nitrato como wun aceptor de | Caldo con nitrato. Tras la | Ayuda a la identificacion de
nitrato electrones alternativo, reducido a NO | incubacion, detectar nitrito | enterobacterias (generalmente

o N, con acido a-naftilamina | +).
sulfanilico (color rojo). Si es
negativo, confirmar que el
NO? estd aln presente
afiadiendo polvo de zinc
para reducir el NO* a NO
2. Si tras la adicion del zinc
no hay color, entonces NO
* - NO?2. Si tras la adicién
del zinc no hay color,
entonces NO® — NO™.
Prueba de la | El citocromo ¢ oxida al aceptor de | Caldo o agar. Las colonias | Separa Neisseria y Moraxella (+)
oxidasa electrones  artificial:  tetrametil (o | oxidasa positivas en agar | de Acinetobacter (-). Separar
dimetil)-p-fenilendiamina. pueden detectar | enterobacterias (todas -) de
sumergiendo la placa en un | pseudomonas (+). Ayudar a la
reactivo y buscando | identificacion de Aeromonas (+).
colonias azuladas o]
marrones.
Prueba de la | Algunos organismos producen acido | Produccion de acido en la | Diferenciar Micrococcus
oxidacién- solamente cuando crecen en | parte alta del tubo que | (produccion de acido solamente
fermentacion (O/F) | aerobiosis. contiene azucar, el agar | en aerobiosis) de
blando se utiliza para | Staphylococcus (produccién
disminuir la mezcla durante | anaerdbica de acido).
la incubacion. Caracterizar Pseudomonas

(produccién aerdbica de &acido)
de enterobacterias (produccion
anaerobica de acido).
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Prueba Principio Método Utilizacion méas frecuente
Prueba de la | La desaminacion produce acido | Medio  enriquecido en | Caracterizar el género Proteus y
fenilalanindesamina | fenilpirdvico que se detecta en una | fenilalanina. Después del | el grupo Providencia.

sa

prueba colorimétrica.

crecimiento, afiadir cloruro

férrico y buscar el color

verde.
Hidrolisis del | El yodo-ioduro da un color azul con el | Crecimiento de un | Identificar los  hidrolizadotes
almidon almidon. organismo en una placa que | tipicos de almidéon como Bacillus

contiene almidon. Sumergir | spp.

la placa en ioduro de Gram

y buscar zonas claras

alrededor de las colonias.
Prueba de la | La urea (H,N-CO-NH,) se escinde en | Medio con un 2% de urea y | Distinguir  Klebsiella (+) de
ureasa 2 NH; + CO, rojo fenol como indicador. Escherichia (-). Distinguir Proteus

(+), de Providencia (-).

Prueba del Voges-
Proskauer

La acetoina es producida a partir de
la fermentacion de azucares.

Prueba quimica para
acetoina utilizando a-naftol.

Separar Klebsiella y Enterobacter

(+) de Escherichia (-).
Caracterizar los miembros
Bacillus.

Fuente: (Madigan et al., 1999)
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4. METODOLOGIA

4.1 Sitios de recoleccion y numero de muestras
1.  El muestreo se realizdé en el humedal natural de la Universidad EARTH
conocido popularmente con el nombre de “La Reserva” que tiene un
perimetro de 2346 m, el cual es cerrado y mantiene un flujo continuo.

2. Se utilizaron tres puntos de muestreo a dos profundidades.

4.2 Toma de muestras
1. Con una pala y después de eliminar el agua de la superficie, se tomaron
aproximadamente 500g de sedimento superficial y se repartié en dos partes:
una se colocd inmediatamente en una bolsa a la que se le elimind el aire
(pruebas anaerobias) y la otra mitad se colocé en una bolsa plastica bien
sellada (pruebas aerobias).
2.  En el mismo lugar pero con un barreno limpio, marcado para una
profundidad de 20 cm, se tomo6 una muestra de 500 g y se repartié en dos,

realizando el mismo repartimiento que en el paso anterior.

4.3 Transporte de las muestras
1. Las muestras se transportaron y mantuvieron a temperatura ambiente
antes de ser procesadas.
2. El tiempo maximo entre la toma de muestras y el analisis fue de 12

horas.

4.4 Analisis microbioldgicos
4.4.1 Aislamiento de bacterias aerobias
A partir de cada una de las muestras, se tomo6 25 g y se diluyeron en 225 ml
de solucion salina estéril, luego fueron colocadas en un stomacher®, que es

un triturador de paletas, que actué golpeando ritmicamente la mezcla de
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suelo y solucién salina que fue introducida previamente en una bolsa de

plastico estéril por 30 segundos, para lograr una buena homogeneizacion.

o Diluciones seriadas

1. A partir de la muestra anterior se prepararon diluciones decimales en
agua peptonada conteniendo 9 ml por tubo hasta la dilucién de 107°.

2. Se pipeted 0,1 ml de las diluciones preparadas y se inocularon por
duplicado en una placa Petri estéril con agar sangre. El in6culo se esparcio
homogéneamente en la placa.

3. Laincubacidn se realizé a temperatura ambiente por 48 horas.

4.  Adicionalmente se inoculd la muestra sin diluir y la dilucién de 10-' en
agar MacConkey, y en el agar Cetrimida. Todas las placas se incubaron a
temperatura ambiente por 48 horas.

5. Se considerd el numero de UFC/g de la muestra tomandose en cuenta
el factor de dilucion de la placa, seleccionando de manera que el numero de

colonias estuviera comprendido en un ambito de 30 a 300 colonias.

4.4.2 Cultivo puro
1.  Se seleccionaron entre 5 y 8 colonias con apariencia y forma diferente y

se sembraron en distintas placas en agar sangre, con la técnica de
aislamiento por rayado.
2. Se incubaron por 48 horas a temperatura ambiente, hasta obtener un

cultivo puro.

o Preparacion de un extendido de bacterias (frotis):
1. Se tomo6 un portaobjetos limpio, se flamed una de las caras para
eliminar la grasa y se dejo enfriar.

2. Se esterilizé el asa bacteriologica en la llama del mechero.
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3. Se toco la superficie de cada colonia diferente con el borde del anillo del
asa y fue suspendida en la gotita pequefia de agua destilada estéril
previamente colocada.

4. La preparacion se dejo secar al aire y luego ésta fue fijada al calor,

pasandola ligeramente por la llama.

La pureza de los cultivos se confirmé por medio de tincion de Gram y se
anotaron las caracteristicas microscépicas de cada bacteria.

o Tincién de Gram

Modificacion de Kopeloff y Beerman

1.  Se prepar6 un extendido de los cultivos y se fijaron a la llama.

2. Se cubri6 con cristal violeta y se le adicion6 2 6 3 gotas de bicarbonato,
se mezclaron moviendo cuidadosamente la lamina y se dejo en reposo
durante 1 min.

3. Se lavd con agua y posteriormente se cubrié la lamina con lugol y se
dejo en reposo durante 2 minutos.

4. Selavd con agua y se escurrio por un momento.

5.  Se decolor6 con éter-acetona y se lavo inmediatamente con agua.

6. Se escurrio el exceso de agua y se aplicé safranina por 10 seg.

7. Por ultimo se lavo con agua, se escurrid y se observo al microscopio
(1000X).

¢ A continuacion se realizaron pruebas de oxidasa y catalasa a cada una

y con base en ello se ubicaron en el grupo bacteriano correspondiente.

Prueba de oxidasa

1.  Setomd con un palillo de madera varias colonias de la placa.

2. Se pusieron las colonias sobre la tira de papel en la zona que contiene
el sustrato y se extendid cuidadosamente con el palillo de siembra.

3. Serealizo la lectura antes de que transcurrieran 20 segundos.
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Prueba positiva:
La zona del papel inoculada con la bacteria se torn6 orada en 10 segundos.
Prueba negativa:

No hay cambio de color en los primeros 20 segundos.

BBL™ DrySlide™

Figura 4. Fotografia de una prueba oxidasa positiva

Prueba de catalasa

1.  Con el asa bacterioldgica se transfiri6 una colonia bien aislada a un
portaobjetos limpio.

2. Se anadio una o dos de perédxido de hidrégeno al 15%, observandose si

se forman burbujas inmediatamente después de afadir el reactivo.

Figura 5. Fotografia de la prueba de catalasa, negativa y positiva

respectivamente.
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Determinacion de la movilidad de las bacterias en tubo

1. Con la aguja bacteriologica, se inoculé por picadura, cada cultivo en
sendos tubos de medio de movilidad. Se incubaron los tubos a temperatura
ambiente por 48 horas.

2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se observd al microscopio la
movilidad de las bacterias entre cubre y portaobjetos y se determiné si eran
moviles 0 no, dependiendo si presentaban desplazamiento bacteriano.

3. La prueba de movilidad se realiz6 a las bacterias oxidasa negativa y

catalasa positiva.

4.4.3 Sistema API® para identificacién bacteriana
1. De acuerdo con los resultados de las pruebas anteriores, se selecciond
e inoculd una galeria miniaturizada de pruebas bioquimicas (API®) segun las
indicaciones del fabricante, y fueron incubadas a temperatura ambiente y
leidas a las 48 horas.
2. Para la identificacion de las bacterias se utilizo el programa API®-Plus.
3. Cada aislamiento se congel6 en caldo infusion cerebro corazén

complementado con glicerol a -80°C.

o Lectura e interpretacién de la Galeria
1. Después de la incubacion, la lectura de la galeria debe hacerse de

acuerdo a los anexos 2, 3y 4.

4.4.4 Aislamiento de bacterias anaerobias
1.  Se preparo diluciones decimales en agua peptonada conteniendo 9 mi
por tubo hasta la dilucion de 10°°.
2. Se inoculd, por duplicado, cada dilucién en una placa Petri estéril con
agar sangre. La incubacion se llevd a cabo temperatura ambiente por 72

horas en jarra para anaerobiosis con sobre generador de anaerobiosis,
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catalizador e indicador siguiendo las indicaciones del fabricante (BBL
Microbiologt Systems, Cockeysville, Md.). La jarra Se cerré inmediatamente.
3. Se reportd en U.F.C. el contenido bacteriano de la muestra tomando en
cuenta el factor de dilucion de lectura de la placa correspondiente el cual
debe estar en un rango de 30 a 300 colonias

4. Se seleccionaron los diferentes morfotipos coloniales y se anotaron sus
caracteristicas. Se inoculé cada morfotipo por duplicado en placas con agar
sangre para realizar la prueba de aerotolerancia.

5. Para determinar la tolerancia al oxigeno de cada morfotipo colonial, se
incubaron las placas en dos formas:

6. 5.a En atmodsfera incrementada de CO,, y para esto se colocaron la
mitad de las placas en un frasco de vidrio y una vez colocadas se encendi6
una candela y se cerré inmediatamente la jarra.

7. 5b La otra mitad en jarra de anaerobiosis como se indico
anteriormente.

8. Transcurrido el tiempo de incubacion en anaerobiosis, se verificaba que
el indicador estuviera reducido antes de abrir la jarra de anaerobiosis.

9. Se seleccionaron como bacterias anaerobias: aquellas cuyo crecimiento
fue exclusivo o mejor bajo condiciones anaerobias.

10. Cada plato se examin6é cuidadosamente para verificar la pureza del
cultivo.

11. Se realiz6 tincion de Gram (modificacion de Koppeloff) a las bacterias

anaerobias.

4.4.5 Estudio de las caracteristicas fisicas de los cultivos
Con la ayuda del estereoscopio se observaron cuidadosamente las
colonias en los platos de agar nutritivo. Y a las colonias aisladas se le
determiné:

3 Tamano: midiendo el diametro de la colonia.
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¢ Consistencia: con el asa se tomdé una o varias colonias y fue
determinado si la consistencia fue butiracea viscosa, membranosa o
quebradiza.

¢ Forma: puntiforme, circular, filamentosa, irregular o rizoide.

* Elevacion: plana, levantada, convexa, pulvinada o embonada.

¢ Margen o borde: entero, ondulado, lobulado, flamentoso o irregular.
¢  Color: incolora, blanquecina, amarillenta.

* Superficie: lisa, aspera, arrugada, seca.

4.4.6 Identificacion bacteriana anaerobia
1. Se inoculé una galeria miniaturizada de pruebas bioquimicas (API® 20
A) incubar a temperatura ambiente y se leyé de acuerdo con las
recomendaciones de la casa fabricante (Anexo 5).
2. Las bacterias fueron identificadas utilizando el programa API®Plus.

3. Se congel6 cada aislamiento a -80°C.
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Analisis microbiolégicos
Puntos de muestreo

, Superficial y
\ Muestra de sedimento Profundidad
=P  Entrada
Diluciones seriadas
=%  Parte media Agar Sangre Agar MacConkey Agar Cetrimida
Seleccion de morfotipos
[
=P Salida Siembra en Agar Sangre
[
Comparacion de
morfotipos
[
Seleccion morfotipos
HUMEDAL NATURAL DE LA toronees
RESERVA j
TINCION GRAM CATALASA — T  OXIDASA
Oxidasa (-) Cualquier
combinacion
: i Catalasa (+ +C- O-C-
Figura 6. Esquemaresumen de la metodologia *+) O+C-0-C
para la identificacion de bacterias aerobias 1
MOVILIDAD

I API 20NE I
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Analisis microbiolégicos
Puntos de muestreo

, Superficial y
\ Muestra de sedimento Profundidad
=P  Entrada
Diluciones seriadas
=P  Parte media Agar Sangre
[ ]
Jarra anaerobiosis Jarra CO,
=P Salida Aerotolerancia

[
Tinciéon de Gram

HUMEDAL NATURAL DE LA
RESERVA

Seleccion de morfotipos

J

Siembra en Agar Sangre

Figura 7. Esquema resumen de la metodologia para la
identificacién de bacterias anaerobias

APl 20A
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4. RESULTADOS

El siguiente cuadro muestra los resultados del Recuento Bacteriano Mesofilico de las muestras del sedimento
superficial en los distintos sitios de muestreo del Humedal Natural a las 48 horas (aerobios) y 72 horas (anaerobios)

de incubacién a temperatura ambiente.

Cuadro 5. Unidades formadoras de colonias por gramo de la superficie del suelo del humedal natural de la
Universidad EARTH

Superficie Bacterias aerobias Bacterias anaerobias

Sitio Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Entrada 3,30x10° 1,03x10° 3,30x10° 3,10x10°  3,30x10°  1,80x10°
Parte media  5,90x10° 2,50x10° 5,20x10° 3,50x10°  7,40x10*  2,20x10°
Salida 4,70x10° 3,60x10° 2,60x10° 1,50x10®  1,70x10*  1,80x10°

64



El siguiente cuadro muestra los resultados del Recuento Bacteriano Aerobio y Anaerobio Mesofilico de las muestras
del sedimento a una profundidad de 20 cm en los distintos sitios de muestreo del Humedal Natural a las 48 horas

(aerobios) y 72 horas (anaerobios) de incubacién a temperatura ambiente.

Cuadro 6. Unidades formadoras de colonias por gramo del suelo a una profundidad de 20 cm del humedal
natural de la Universidad EARTH

Profundidad Bacterias aerobias Bacterias anaerobias
Sitio Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Entrada 4,10x10°  1,12x10°  1,80x10°  2,00x10°  6,00x10°  4,80x10°
Parte media 3,40x10°  6,70x10°  3,70x10° 1,20x10°  9,80x10*  4,40x10°
Salida 2,40x10°  7,20x10°  2,00x10°  3,50x10° 1,10x10*  4,40x10°

65



La siguiente figura muestra los resultados en detalle de los Recuentos
Bacterianos expresados en unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g) de las muestras del sedimento superficial, en los distintos puntos de
muestreo. Se puede observar como en el muestreo 1, las bacterias aerobias
presentan el recuento mas alto y que en el segundo y tercer muestreo
dismimuyen notablemente. Con respecto a las bacterias anaerobias los

recuentos en forma general presentan valores muy altos.

Figura 8. Unidades formadoras de colonias por gramo en
la superficie del sedimento del humedal de la Universidad
EARTH

Millones (UFC/g)

O Entrada
] O Media
— O Salida

. =1 mh I

Muestreo 1 ‘Muestreo 2‘ Muestreo 3|Muestreo 1 ‘ Muestreo 2‘ Muestreo 3

Bacterias aerobias Bacterias anaerobias
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Segun la figura 9, donde se muestran los promedios de las UFC/g de las
bacterias aerobias y anaerobias en los distintos muestreos, se tiene que el
numero de bacterias aerobias en los tres puntos de muestreo del humedal
decrece en el segundo muestreo y aumenta en el tercero levemente, en
general el numero promedio de bacterias aerobias es de 4,6x10° para el
muestreo uno, 2,4x105 para el muestreo dos y 3,7x105 para el muestreo tres.
En cuanto al recuento de las bacterias anaerobias, éste se comportd de la
misma que las bacterias aerobias y en promedio se obtuvieron, 2,7x10° para
el muestreo uno, 1,1x 10° para el muestreo dos y 1,3x10%para el tercer
muestreo.

De acuerdo a la misma figura, si se realiza una comparacion entre las
bacterias aerobias y anaerobias, entre cada muestreo, se tiene que el primer
muestreo (mas alto), se contabilizaron mayor cantidad de bacterias aerobias
que de anaerobias y por lo contrario, en los muestreos 2 y 3, las UFC/g de

bacterias anaerobias se encontraron en mayor cantidad.

Figura 9. Promedio de las UFC/g en los sedimentos superficiales

Millones
5,

B Aerobias
@ Anaerobias

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
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La siguiente figura muestra los resultados en detalle de los Recuentos
Bacterianos expresados en Unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g) de las muestras del sedimento a 20 cm de profundidad, en los
distintos puntos de muestreo.

Se puede observar como en el muestreo 1, las bacterias aerobias presentan
el recuento mas alto y que en el segundo y tercer muestreo dismimuyen
notablemente, y que con respecto a las bacterias anaerobias los recuentos
en forma general presentan valores muy altos, a excepcion de la parte media

y salida del humedal en el segundo muestreo.

Fgura 10. Unidades formadoras de colonias por gramo en el sedimento a 20
cm de profundidad humedal natural de Universidad EARTH

Millones (UFC/qg)

O Entrada

— O Media
O Salida

. m% _ [

Muestreo 1 ‘ Muestreo 2‘ Muestreo 3 | Muestreo 1 ‘ Muestreo 2 ‘ Muestreo 3

Bacterias aerobias Bacterias anaerobias
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Segun la figura 11, donde se muestran los promedios de las UFC/g de las
bacterias aerobias y anaerobias en los distintos muestreos de los sedimentos
a 20 cm de profundidad, se tiene que el numero de bacterias aerobias en los
tres puntos de muestreo del humedal va decreciendo conforme se realizaron
los muestreos, 3,3x0° para el muestreo uno, 5,0x0° para el muestreo dos y
2,5x0° para el muestreo tres. En cuanto al recuento de las bacterias
anaerobias, éste mostré leves diferencias entre los distintos muestreos, ya
que en promedio se obtuvieron, 2,2x10° para el muestreo uno, 2,0x10° para
el muestreo dos y 1,8x0°

De acuerdo figura mencionada anteriormente, si se realiza una comparacion
entre las bacterias aerobias y anaerobias, entre cada muestreo, se tiene que
el primer muestreo (mas alto), se contabilizaron mayor cantidad de bacterias
aerobias que de anaerobias, por lo contrario, en los muestreos 2 y 3, las

UFC/g de bacterias anaerobias se encontraron en mayor cantidad.

Figura 11. Promedio de las UFC/g en los sedimentos a 20 cm
de profundidad

Millones

4

O Aerobias

O Anaerobias

3
3
2
UFClg
2

1
1

0

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados en la superficie

del suelo de la entrada del humedal natural (HN).

Cuadro 7. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas en la superficie del suelo de la entrada del

humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Aeromonas salmonicida
Bacillus spp (1)
Bacillus spp (2)
Bacillus spp (3)

Bacillus spp (1)
Bacillus spp (2)
Bacillus spp (3)
Bacilo no esporulado (1)

Bacillus spp (1)
Bacillus spp (2)
Chryseomonas luteola
Ewingella americana

BACTERIAS _ . .

AEROBIAS Bacilo no esporulado (1) Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp | Serratia marcescens
Burkholderia cepacia Burkolderia cepacia Serratia plymuthica
Chromobacterium violaceum Chryseobacterium meningosepticum
Oligella ureolytica Pseudomonas fluorecens/putida
Shingomonas paucimobilis Shingomonas paucimobilis
Actinomyces meyeri/odontolyticus | Clostridium bifermentans Clostridium perfringens
Clostridium bifermentans Clostridium sporogenes Clostridium sporogenes

BACTERIAS | Clostridium histolyticum Clostridium spp Eubacterium aerofaciens

ANAEROBIAS | Clostridium perfringens Prevotella intermedia/disiens Lactobacillus acidophilus/jensenii

Clostridium sporogenes

Propionibacterium granulosum

Prevotella oris/buccae
Propionibacterium granulosum
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianas cultivables e identificados 20 cm de

profundidad del suelo de la entrada del humedal natural.

Cuadro 8. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas a 20 cm de profundidad del suelo de la entrada del
humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Aeromonas salmonicida
Bacillus spp (1)
Bacillus spp (4)
Bacillus spp (5)

Bacillus spp (2)
Bacillus spp (4)
Bacillus spp (5)
Bacillus spp (6)

Bacillus spp (3)

Burkolderia cepacia

Pasteurella pneumotropica/haemolytica
Pasteurella pneumotropica/haemolytica

BACTERIAS . _ P
AEROBIAS Bacilo no esporulado (2) Bacilo no esporulado (2) Serratia ficaria
Oligella ureolytica Bacilo no esporulado (3) Serratia plymuthica
Burkolderia cepacia Shingomonas paucimobilis
Chryseobacterium meningosepticum | Stenotrophomonas maltophilia
Chryseomonas luteola
Actinomyces israellii Clostridium spp Clostridium bifermentans
BACTERIAS Clostridium bifermentans Bacteroides stercoris/eggerthii Clostridium perfringens
ANAEROBIAS Eubacterium lentum Clostridium bifermentans Clostridium sporogenes

Clostridium perfringens
Prevoltella intermedia/disiens

Eubacterium lentum
Prevotella intermedia/disiens

Fusobacterium mortiferum
Lactobacillus acidophilus/jensenii
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados en la superficie

del suelo de la parte media del humedal natural.

Cuadro 9. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas en la superficie del suelo de la parte media del

humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Aeromonas salmonicida
Bacillus spp (8)
Flavimonas oryzihabitans
Pantoea spp

Bacillus spp (1)
Bacillus spp (2)
Bacillus spp (6)
Bacillus spp (9)

Bacillus spp (8)
Bacillus spp (9)
Bacillus spp (10)
Bacillus spp (11)

BACTERIAS | Pseudomonas aeruginosa | Bacilo no esporulado (3) Bacilo no esporulado (1)
AEROBIAS | Serratia plymuthica Brevundimonas vesicularis Bacilo no esporulado (2)
Chromobacterium violaceum
Chryseomonas luteola
Moraxella spp
Stenotrophomonas maltophilia
Clostridium cadaveris Actinomyces meyeri/odontolyticus Clostridium bifermentans
Clostridium histolyticum Actinomyces naeslundii Eubacterium lentum
BACTERIAS . . , , ,
ANAEROBIAS Clostridium sporogenes Clostridium bifermentans Fusobacterium mortiferum

Clostridium spp
Fusobacterium mortiferum

Clostridium sporogenes
Prevotella intermedia/disiens

Lactobacillus acidophilus/jensenii
Propionibacterium propionicum/avidum
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados a 20 cm de

profundidad del suelo de la parte media del humedal natural.

Cuadro 10. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas a 20 cm de profundidad del suelo de la parte

media del humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Aeromonas hidrophilia/caviae
Bacillus spp (6)
Bacillus spp (7)

Bacillus spp (7)
Bacillus spp (8)
Bacillus spp (9)

Bacillus spp (4)
Bacillus spp (5)
Bacillus spp (6)

BACTERIAS | Bacilo no esporulado (3) Brevundimonas vesicularis Bacilo no esporulado (1)

AEROBIAS | Chryseobacterium indologenes Burkolderia cepacia Burkolderia cepacia
Pantoea spp Chryseobacterium meningosepticum | Pasteurella pneumotropica/haemolytica
Pseudomonas aeruginosa Chryseomonas luteola Pseudomonas aeruginosa
Serratia plymuthica Shingomonas paucimobilis Serratia plymuthica
Clostridium bifermentans Actinomyces naeslundii Bacteroides stercoris/eggerthii
Clostridium cadaveris Clostridium histolyticum Clostridium bifermentans

BACTERIAS | Clostridium spp Clostridium sporogenes Clostridium sporogenes

ANAEROBIAS | Lactobacillus acidophilus/jensenii | Clostridium spp Eubacterium lentum

Prevoltella intermedia/disiens

Eubacterium lentum

Fusobacterium mortiferum
Prevotella intermedia/disiens
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados en la superficie

del suelo de la salida del humedal natural.

Cuadro 11. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas en la superficie del suelo de la salida del

humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Bacillus spp (1)
Bacillus spp (3)
Bacilo no esporulado (4)
Bacilo no esporulado (5)

Aeromonas salmonicida
Bacillus spp (1)
Burkolderia cepacia

Chryseobacterium meningosepticum

Bacillus spp (14)
Chromobacterium violaceum
Moraxella lacunata
Ochrobactrum anthropi

BACTERIAS . . '
AEROBIAS Burkholderia cepacia Pantoea spp Pseudomonas fluorecens/putida

Chromobacterium violaceum Serratia plymuthica Serratia plymuthica

Moellerella wisconsensis Shingomonas paucimobilis

Oligella ureolytica Stenotrophomonas maltophilia

Serratia liquefaciens

Clostridium bifermentans Actinomyces naeslundii Clostridium bifermentans
BACTERIAS Clostr?d?um cadéveris Clostridiu.m perfringen.s | ) Clostrid?um c.adave.ris

ANAEROBIAS Clostridium septicum Lactobacillus acidophilus/jensenii Clostridium histolyticum

Clostridium spp
Prevoltella intermedia/disiens

Eubacterium limosum
Prevotella intermedia/disiens

Lactobacillus acidophilus/jensenii

Porphyromonas assacharolytica/ limusum
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados a 20 cm de

profundidad del suelo de la salida del humedal natural.

Cuadro 12. Bacterias aerobias y anaerobias identificadas a 20 cm de profundidad del suelo de la salida del

humedal natural de la Universidad EARTH

Identificacion

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Bacillus spp (7)
Bacilo no esporulado (3)

Flavimonas oryzihabitans

Bacillus spp (1)
Bacillus spp (2)
Bacillus spp (6)

Bacillus spp (15)
Bacillus spp (16)

Bacilo no esporulado (3)

BACTERIAS . . _
Moellerella wisconsensis Bacillus spp (9) Enterobacter cloacae
AEROBIAS
Providencia stuartii Bacillus spp (10) Serratia plymuthica
Serratia marcescens Shingomonas paucimobilis
Shingomonas paucimobilis
Clostridium bifermentans Actinomyces naeslundii Clostridium sporogenes
Clostridium cadaveris Clostridium bifermentans Eubacterium limosum
BACTERIAS o . - _ . _
Clostridium cadaveris Clostridium perfringens Fusobacterium mortiferum
ANAEROBIAS

Fusobacterium mortiferum

Lactobacillus acidophilus/jensenii

Porphyromonas assacharolytica/ limusum

Prevotella intermedia/disiens

Lactobacillus acidophilus/jensenii

Propionibacterium propionicum/avidum
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados el medio agar

MacConkey en los distintos puntos de muestreo.

Cuadro 13. Bacterias aerobias encontradas en el medio agar MacConkey en cualquier de los puntos de

muestreo

MUESTREO 1

MUESTREO 2

MUESTREO 3

Burkolderia cepacia
Chromobacterium violaceum
Citrobacter freundii

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas fluorecens/putida

Serratia marcescens

Acinetobacter baumanii/calcoaceticus

Burkolderia cepacia
Chromobacterium violaceum
Citrobacter freundii

Escherichia vulneris

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas fluorecens/putida

Serratia marcescens

Acinetobacter baumanii/calcoaceticus
Bacilo no esporulado (4)
Chromobacterium violaceum
Citrobacter freundii

Comamonas testosteronii/Ps. Alcaligenes
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter cloacae

Escherichia vulneris

Klebsiella ornithinolytica

Klebsiella pneumoniae

Pantoea spp

Pseudomonas aeruginosa

Serratia plymuthica
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El siguiente cuadro muestra los distintos géneros y especies bacterianos cultivables e identificados en el medio agar

Cetrimida en los distintos puntos de muestreo.

Cuadro 14. Bacterias aerobias encontradas en el medio agar Cetrimida en los distintos puntos de muestreo

MUESTREO 1 MUESTREO 2 MUESTREO 3
Pseudomonas aureginosa Pseudomonas aeruginosa Alcaligenes xilosoxidans
Pseudomonas fluorecens/putida | Pseudomonas fluorecens/putida Pseudomonas aeruginosa
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6. DISCUSION

Recuento bacteriano mesofilico

El presente estudio pretendia realizar un recuento de las bacterias
anaerobias y aerobias presentes para observar como variaban éstas a través
del tiempo. Aunque la toma de las muestras se realizé en un transcurso de
tiempo de 45 dias, la flora bacteriana aerobia y anaerobia segun las figuras 8
y 10, vari6é constantemente entre los sitios de entrada, parte media y salida
del humedal, pero esta gran variacién lo que sugiere es utilizar un mayor
numero de puntos en cada uno de los sitios para tener una representacion
mas adecuada y asi poder conocer lo que esta sucediendo en el humedal ya
que para este estudio se contaba con pocas muestras y algunas condiciones

basicas como pH y temperatura se desconocian.

Ademas de lo anterior se podria decir que es evidente que las bacterias en
estos sitios no estan distribuidas regularmente, pues hay un mosaico
discontinuo de microambientes dentro de los sedimentos (Nogales, 2003).
Por lo tanto se podria asegurar, que las bacterias de estos sitios de muestreo
se distribuyen al azar y que los sedimentos del humedal no tienen escalas
diferentes que se superponen como las que tiene un suelo comun (Ettema,
et al., 2002).

En los recuentos bacterianos que se muestran en los cuadros 5 y 6, a pesar
de que la lectura se realiz6 en distintos momentos, asi de bacterias aerobias
a las 48 horas y de las anaerobias a las 72 horas, esta prolongacion en el
tiempo de incubacion no se tomd en cuenta para explicar el mayor o menor
numero de UFC/g, ya que esta diferencia en el tiempo de incubaciéon se
fundament6 en que, aunque algunas bacterias anaerobias tienen un tiempo
de generacion que permite obtener crecimiento visible en placas en 24 6 48

horas, hay otras que necesitan varios dias para crecer o para observar
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algunas propiedades esenciales en su caracterizacion, como la pigmentacion
negra de algunas especies de Prevotella y Porphyromonas (Alcala et al.,
2004).

Ademas como se puede observar en las figuras 9 y 11, para ambos graficos,
los recuentos en el primer muestreo fueron los mas altos, esto se debe a que
en el segundo y tercer muestreo se presentaron condiciones lluviosas que
hicieron que algunos factores como: pH, composicion de la atmdsfera,
temperatura y la cantidad de nutrientes disponibles se vieran afectados y que
de forma indirecta las poblaciones bacterianas fueran reducidas. Ahora bien,
estas mismas condiciones de lluvia podrian explicar porqué hay un mayor
recuento de bacterias anaerobias en el segundo y tercer muestreo (Figura 9
y 11), y esto es porque la difusién del oxigeno se volvidé extremadamente
lenta en condiciones de anegacion y por lo tanto los procesos anaerobicos se

vieron favorecidos.

A manera de resumen, se podria decir que los resultados coinciden con los
esperado, con lo respecto a la difusion de oxigeno, donde se esperaria que
la cantidad de bacterias aerobias sea mas abundante en la superficie del
sedimento, puesto que hay una mayor cantidad de oxigeno disuelto que
favorece su crecimiento (Coyne, 2000). En cambio la falta de oxigeno en las
capas profundas, o sea, en las muestras a 20 cm de profundidad se
esperaria lo contrario, una mayor cantidad de bacterias anaerobias ya que la
demanda de los procesos aerébicos heterotréficos no puede ser satisfecha, y
de ahi que las bacterias anaerobias se ven favorecidas, ademas que se
vuelven indispensables para la descomposicion de materia organica en
ausencia de aire y para la fijacién de CO, en condiciones de metanogénesis
y por lo tanto, las bacterias anaerobias pueden determinar cambios globales
importantes en los niveles de oxidacién del material organico en ambientes

anoxicos (Coyne, 2000).
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Bacterias Gram negativas y positivas

Un resultado destacable obtenido mostrado en el cuadro 13, es el predominio
en el suelo del humedal natural de bacterias gram negativas que
comprenden un 74% de las bacterias aisladas e identificadas, de las cuales
en su gran mayoria se obtuvieron en el medio selectivo y diferencial de agar
MacConkey que contiene sales biliares y cristal violeta que inhiben a las
bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas que no pertenecen a la

familia Enterobacteriaceae (Rodriguez et al., 2005).

El hecho de que se obtuviera mayor cantidad de gram negativos se puede
correlacionar con lo hallado en algunos estudios sobre microbiologia de
suelo, donde se afirma que las bacterias gram negativas, poseen estrategias
competitivas como: la produccién de antibiéticos, de sideréforos, liberacion
de enzimas como quitinasas y glucanasas (que actuan sobre la pared de los
hongos e insectos fitopatdgenos), favoreciendo su desarrollo y limitando la
presencia de bacterias Gram positivas (Grant y Long, 1989). En menor pero
no menos importante, un 26% de las bacterias son gram positivas, que
fueron cultivables en el medio agar sangre principalmente, por tratarse de un
medio cuyo fin es el aislamiento general de microorganismos (Rodriguez et
al., 2005).

En cuanto al medio agar cetrimida utilizado para el aislamiento selectivo e
identificaciéon de Pseudomonas, en este estudio se demostré que la cetrimida
es capaz de seleccionar especies de Pseudomonas, que no fueron aisladas
a partir de otros medios de cultivo, como Agar Sangre o MacConkey. Sin
embargo, no es especifico para este grupo pues permitidé el crecimiento de
otra bacteria identificada como Alcaligenes xilosoxidans, como se muestra en
el cuadro 11, esto se puede deber a que dicha especie no se ve inhibida

como otras por la cetrimida del medio de cultivo.
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Identificacion bacteriana

En este primer estudio realizado en el humedal natural de “La Reserva” de la
Universidad EARTH, se pretendido dar a conocer la diversidad de la flora
bacteriana que se encuentra en el sedimento, para esto se trabajé con dos
tipos de muestra, la primera del denominado ambiente benténico, que es la
zona de transicion entre la columna de agua y el sedimento, la cual colecta
todo el material organico que sedimenta de la columna de agua, siendo esta
zona muy importante en los sistemas acuaticos, debido al reciclaje de los
elementos esenciales tales como el carbono, nitrégeno y el azufre
(Wikipedia, 2005 y Maier et al., 2000).

El segundo tipo de muestras, se trataba principalmente de una capa de
restos organicos en descomposicion, que segun Adrian (2005), en un corte
vertical de un suelo maduro vendria siendo el Horizonte A, donde el suelo es

rico en materia organica y de color oscuro.

Los microorganismos que se encuentran en el fondo de los sistemas
acuaticos son diferentes a los que ocupan las capas superiores del agua ya
que estan altamente adaptados a los sedimentos y a las condiciones de
materia organica especificas de su medio ambiente (Ecological Society of
America, 2003).

Aunque en este estudio exploratorio, el conocimiento de las bacterias del
suelo queda muy limitado a aquellos pocos que pueden cultivarse en las
condiciones indicadas en el laboratorio, mas de 35 géneros cultivables
aerobicos, anaerébicos y facultativos fueron aislados del sedimento del

humedal natural e identificados por medio del test API®

Para explicar este fendmeno se ha discutido, que no todos los

microorganismos presentes en las muestras ambientales son cultivables
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(microorganismos no cultivables). Esto es debido a dificultades intrinsecas en
el cultivo (microorganismos parasitos de otros), al desconocimiento de los
requerimientos especificos de cultivo y a la existencia de grupos de
microorganismos que deben mantenerse en equilibrio para poder sobrevivir.
Se estima que en sdlo en torno al 1% de las bacterias del suelo son
cultivables (Maier et al., 2000).

Bakken (1997) ha propuesto que las bacterias no cultivables son
microorganismos filogenéticamente similares a los cultivables, pero en un
estado fisioldgico que los hace recalcitrantes a ser cultivados; la base de esta
explicacion es que algunas bacterias cultivables pueden ser viables, pero no
cultivables en condiciones ambientales adversas y revertirse a un estado
cultivable al restaurarse las condiciones favorables, por tanto, 90.0 a 99.9%
de las bacterias no cultivables estan representadas por su contraparte

cultivable.

Bacterias aerobias

En este estudio prevalecieron algunas bacterias correspondientes a bacilos
gram negativos aerobicos, pero entre los géneros que comunmente se
encuentran en el suelo y el agua correspondieron a los géneros:
Acinetobacter, Alcaligenes, Burkolderia, Comamonas, Chryseobacterium,
Chryseomonas, Flavimonas, Moraxella, Pseudomonas y Stenotrophomonas
y los géneros Bordetella, Ochrobactrum, Oligella y Shingomonas, se
encuentran en mamiferos y como contaminantes en el laboratorio por lo que

no son propios del ambiente natural.

La presencia de Pseudomonas en todos los sitios de muestreo (Cuadro 14),
pone de manifiesto que las bacterias pertenencientes a este género, son
bacterias que generalmente se encuentran en altas proporciones en el medio

edafico, debido a que poseen requerimientos nutricionales muy sencillos y
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utilizan variadas fuentes de carbono, lo que les imprime una alta versatilidad
para colonizar rapidamente las raices de las plantas y sus zonas adyacentes
(Molina et al , 2000). Ademas, presenta una especial capacidad para
degradar una gran variedad de compuestos organicos; es productora de
bacteriocinas y muy reconocida por su actividad como promotora de
crecimiento, también puede suprimir algunas enfermedades de plantas a
través de un antagonismo directo con fitopatdgenos presentes en el suelo

(Polonskaya y Sadovskaya, 1997).

Dentro de este grupo es reconocida la especie Pseudomonas fluorescens por
la produccidn de piosinas, sustancias antibidticas de naturaleza proteica y
activas contra especies y cepas estrechamente relacionadas tal vez
favoreciendo de esta forma, su presencia en el extracto de la rizosfera en

descomposicion (Kozdroj, 1996).

Ademas, varias especies del Pseudomonas y Chryseomonas contienen
plasmidos en los que se encuentran codificadas enzimas capaces de
degradar, al menos parcialmente, compuestos organicos derivados del
petréleo o compuestos organoclorados u organofosfatados. Estas enzimas
suelen ser inducibles y la seleccion de las cepas adecuadas puede permitir
reducir los niveles de contaminacion por estos compuestos xenobidticos
(Vullo, 2003).

Ademas de los papeles ecoldgicos mencionados, Pseudomonas es un
género que presenta bacterias nitrificantes que cumplen una funcion muy
importante en la depuracion de aguas residuales ya que ellas reducen
biolégicamente los nitratos a nitrogeno en su forma gaseosa. Durante el
proceso de reduccion las bacterias transforman el nitrato a nitrito y éste en
oxido nitrico, 6xido nitroso y finalmente a nitrdgeno gas que es liberado a la

atmosfera (Lennetech, 2005).
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En cuanto a las cepas de Alcaligenes que se obtuvo en el medio de agar
Cetrimida solamente pero en todos los sitios, se tiene que éstas son
heterétrofas y que pueden crecer también quimiolitotroficamente usando
hidrogeno como fuente de electrones y, ademas, fijar carbono a partir de
CO,, como las plantas. Asimismo, varias cepas son capaces de degradar
contaminantes ambientales prioritarios como pesticidas, resistir el efecto de

metales pesados y también producir polihidroxibutiratos (Arias et al., 2001).

En el caso de Acinetobacte que se aislé solamente en el medios agar
MacConkey, puede llevar a cabo la eliminacion de fosfatos del agua
acumulando polifosfatos en los tejidos celulares, ya que pueden absorber
mayor cantidad de fosfatos de la que necesita para su sintesis celular
(Lennetech, 2005).

Este almacenamiento de polifosfatos hace que las Acinetobacter sean
capaces de sobrevivir temporalmente en circunstancias anaerébicas
(Lennetech, 2005) y cuando ellas residen en una zona anaerdbica en las
aguas residuales, absorben acidos grasos y los almacenan como sustancias
de reserva. Durante este proceso, los polifosfatos se descomponen para
obtencién de energia, haciendo que se liberen fosfatos en la zona aerdbica.
Una vez que las Acinetobacter entran en la zona aerdbica absorben fosfatos
y los almacenan lo que provoca que el contenido en fosfatos del agua

residual disminuya (Lennetech, 2005).

Algunas bacterias del género Burkholderia encontradas principalmente en la
entrada y parte media del humedal, se les ha agrupado con otras bacterias
con las que estan muy relacionadas como Stenotrophomonas y Comamonas,
ya que el conjunto de estos géneros de bacterias se suele expresar como

organismos ambientales (Rossboth, 2001). Segun el autor citado, B. cepacia
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presenta algunas caracteristicas asombrosas, como la metabolizacion de
compuestos nitroaromaticos y la degradacién de solventes clorados como el
monocloroeteno. En particular, esta ultima propiedad de la B. cepacia ya se
aplicé a efectos de bioamplificacion, lo que significa una inyeccion de
bacterias en aguas subterraneas para eliminar estos compuestos quimicos
(Rossboth, 2001).

Otra de las bacterias identificadas pertenece al género Moraxella que se
encuentra normalmente degradando materia organica en el suelo y en la
rizosfera de plantas, razén por la cual, es probable haber hallado este género
en las muestras de suelo (Coyne, 2000) y ademas segun Kathiresan (2003)
estan involucradas en la biodegradacién de las bolsas de polietileno y vasos

de plastico.

En cuanto a Chryseobacterium que es un género distribuido en ambientes
naturales y que se encontro tanto en la entrada y parte media del humedal,
presenta especies como Chryseobacterium meningosepticum las cuales
producen fosfatasas alcalinas beneficiando a muchas plantas. Su presencia
en este estudio, podria ser el resultado de la atraccion de exudados
provenientes de las raices en estado de agregacién de las plantas debido al
rol que este microorganismo puede cumplir dentro de la rizosfera o

simplemente porque se encontraba alli como saprofito (Berlutti et al. 2001).

Flavimonas es un género muy abundantes en la naturaleza donde juega un
papel fundamental en la degradacién aerobia de la materia organica, se
encontro solamente en el primer muestreo en la parte media del humedal, las
bacterias de este género son muy interesantes desde el punto de vista
medioambiental por: su papel en la depuracién aerobia de aguas residuales y
por su capacidad para degradar compuestos antropogénicos y recalcitrantes
(Coyne, 2000).
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En cuanto a las bacterias cuyo principal habitat se encuentra en los humanos
(aislamiento clinicos) tales como Bordetella, Ochrobactrum, Oligella y
Shingomonas, se tiene que a pesar de ser reportadas como bacterias de
imoportancia clinica, recientes estudios han demostrado que Ochrobactrum
es capaz de degradar sustancias cerosas en el suelo y de esta forma se
convierten en una solucion al limitante que estas sustancias tendrian en el
crecimiento de la vegetacion, pues evitarian la absorcion del agua en el suelo
(Roper, M. 2004).

Ademas Oligella y Ochrobactrum, pueden llevar a cabo el proceso de
desnitrificacion (Zumft, 2002), el cual implica la transferencia de electrones
entre un dador de electrones reducido a un aceptor de electrones oxidado
(oxigeno, nitrito, nitrato, o sulfato), para llevar a cabo el proceso de
desnitrificacion estas bacterias requieren necesariamente esta fuente de
carbono organico para oxidar, la cual es la materia organica presente en el

sedimento y agua (Wieland et al., 2001).

En cuanto a otros géneros encontrados en este estudio como: Shingomonas
y Pantoea, se les ha relacionado con una enfermedad denominada
bacteriosis del palmito, la cual esta caracterizada por lesiones foliares que
inician con zonas cloréticas sobre las que aparece un exudado y se forman
vesiculas, que Iluego se necrosan. Estas bacterias se localizan
principalmente en espacios intercelulares de la epidermis abaxial y del
mesofilo esponjoso, ademas, en el interior de algunas de las células de estos

tejidos y en el parénquima de los tejidos vasculares (Sanchez et al., 2004).
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Bacilos aerobios positivos

De acuerdo a la literatura, los bacilos positivos aerobios pueden aislarse
facilmente del suelo o de particulas de polvo en suspension y son uno de los
organismos mas corrientes cuando se siembran por estria muestras de suelo
en placas que contengan diferentes medios nutritivos (Martin, 1994; Mayea
et al. 1991), por ésta razon, a los largo del proyecto se logro el aislamiento de
17 bacilos positivos, tanto esporulados como sin esporular en las muestras

del sedimento del humedal natural.

Muchos bacilos positivos producen enzimas hidroliticas extracelulares, que
degradan polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, lo que les permite usar
dichos productos como fuentes de carbono y donadores de electrones.
Muchos bacilos producen antibiéticos como la bacitracina, polimixina y en la
mayoria de los casos la produccién de antibioticos parece guardar relacion
con el proceso de esporulacion ya que el antibidtico se libera cuando el
cultivo alcanza la fase estacionaria de su crecimiento, tras lo cual inicia la

esporulacion (Martin, 1994).

Para efectos de este proyecto, si la bacteria aislada era aerobia, esporulada
y Gram positivo, se le nombraba Bacillus spp, ahora, para afinar mas e
intentar dar con la especie, se recomienda la realizacion de al menos cuatro

pruebas bioquimicas.

La primera de ellas es la de Voges-Proskawer en la que se busca la
presencia de acetoina o acetil-metil carbonil, la segunda de las pruebas se
trata de saber si fermenta a la glucosa produciendo acido, la tercera consiste
que en el mismo tubo de la prueba anterior se introduzca una campana de
Durham en posicion invertida, que dependiendo de que aparezca una

burbuja o no, va a indicar si es gas positivo o negativo y la ultima de las
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pruebas bioquimicas consiste en investigar la produccién o no de a-amilasa

que es la enzima que hidroliza el almidén.

Bacterias aerobias facultativas

Como se vio anteriormente, entre las bacterias de los sedimentos existen
representantes de géneros con metabolismo aerobio-oxidativo, pero también
se identificaron bacterias aerobias facultativas, que son fermentativas en
ausencia de sustratos oxigenados, de los géneros Aeromonas, Citrobacter,
Chromobacterium, Enterobacter, Escherichia, Ewingella, Klebsiella,
Moellerella, Pantoea, Pasteurella, Providencia, Serratia, de los cuales
Citrobacter, Escherichia, Ewingella y Providencia, no se encuentran

comumente en los suelos y aguas (Holt et al., 1994)

Sin embargo, Fenchel at al., (2000), afirma que el género Providencia aislado
en este estudio, se especializa en la descomposicion de la materia
organica.del suelo y algunas bacterias de los género de Enterobacter y
Escherichia, pueden respirar reduciendo el nitrato a nitrito, que se acumula
en el ambiente, pero no producir N,. Luego reducen el nitrito a amonio por la
via asimilatoria, si hay deficiencia de NH** en el medio. Y algunas especies
de Chromobacterium debido a su metabolismo facultativo, pueden ayudar a
los procesos de desnitrificacion, mientras que en ausencia de oxigeno

intervienen en procesos fermentativos (Mora, 2004)

A pesar de que los principales procesos de eliminacion del fosforo estan
atribuidos a Acinetobacter, hay otros géneros bacterianos de agua dulce
como los identificados en esta investigacidon que permiten una eliminacion
exitosa de estos compuestos tales como Aeromonas y Klebsiella (Lennetech,
2005).
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Klebsiella fue un género ampliamente distribuido en el humedal ya que habita
normalmente en el suelo, en el agua y en la superficie de las raices de
algunas plantas; algunas especies se han reportado como bacterias fijadoras
de nitrégeno y como productora de giberelinas, auxinas y citoquininas, que
se consideran sustancias promotoras del crecimiento de plantas
(Castellanos, 2001)

Ademas es necesario destacar la presencia de Serratia en los distintos
puntos de muestreo, ya que algunas especies como Serratia marcesens han
sido reportadas por Ryals et al. (1996) como inductoras de resistencia
sistémica y las demas se encuentran generalmente cumpliendo funciones
saprofiticas en este ambiente edafico por o que no se encargan de la
descomposicion directa de la materia organica sino son simples

acompanantes de estos procesos degradativos, al igual que Citrobacter.

Por otro lado Pantoea es un género que se ha encontrado en suelos y aguas
como oportunista o cumpliendo funciones benéficas como la fijacién de
nitrogeno en la rizosfera de plantas de sorgo y ha sido reportada como
controlador biolégico de Erwinia amylovora en orquideas, segun (Stockwell,
2002), de ahi que su presencia en el humedal sea persistente a lo largo de

los muestreos.

Con respecto a Pasturella, no se ha reportado recientemente en muestras de
suelo ni realizando funciones degradativas de compuestos, sino que
solamente se ha encontrada en la flora oral, respiratoria, genital y
gastrointestinal de especies domésticas y al igual que Ewingella, son nuevos
géneros dentro de la familia Enterobacteriaceae, que hasta el momento se
desconoce cual es la importancia de estos en patologia humana (Aguado y
Lumbreras, 1998).
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Bacterias anaerobias

Segun lo informado por Madigan et al., (1999), las bacterias anaerobias se
encuentran en abundantes ambientes andxicos en la Tierra, como fangos y
otros sedimentos lacustres, rios y océanos por lo que se les ha considerado
miembros destacados de la microbiota de estos habitats, aunque su suerte
ha sido critica para sustentar los ecosistemas de agua dulce dado que ellos
son responsables de la mayoria del trabajo de purificacion (Atlas y Bartha,
2002).

Sin embargo, el conocimiento de estas bacterias es poco y relativamente
reciente ya que para poder lograr condiciones de anaerobiosis en el
laboratorio se necesitaban, equipos costosos y técnicas bacterioldégicas muy
dificultosas. Pero a partir de la introduccion de sistemas simples para
producir anaerobiosis con equipos y reactivos de bajo costo el conocimiento

de los anaerobios se desarrolla intensamente.

Para el presente estudio de la diversidad metabdlica bacteriana anaerobia se
hizo uso de jarras plasticas cilindricas, que se cierran herméticamente y en
los que la atmosfera anaerobia se obtiene entre 1 6 2 horas después de
introducir unos sobres (GasPak®) en los que, al afiadir H,O se libera H, y
CO, y el H, se combina con el oxigeno existente formando agua gracias a la
presencia de un catalizador (Madigan et al., 1999). A lo largo del proyecto no
se presentaron fallos en estas jarras ya que el buen funcionamiento se
comprobaba con la introduccidén de un indicador de oxigeno, que eran tiras
de papel con azul de metileno, que se decoloran al desaparecer la presencia

del oxigeno (Alcala et al., 2004).
La digestion anaerobia es uno de los mecanismos mas frecuentemente

utilizados por la naturaleza para degradar las sustancias organicas. Este

proceso biolégico se basa en la transformacion, a través de una serie de
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reacciones bioquimicas de la materia organica en componentes principales
como el CHy y el CO; (Lettinga, 1995). Segun Smith y Smith (2001), las
bacterias anaerobias usan los detritos como fuente de carbono y les afiaden
nitrogeno y fésforo que obtienen del agua y los sedimentos circundantes.
Esta acumulacion de los nutrientes en el material descompuesto ayuda a la
retencion de N y P en el sedimento, donde permanecen disponibles para las

plantas emergentes y de otros tipos.

Las bacterias anaerobias identificadas se pueden agrupar en cuatro grandes
grupos: bacilos gramnegativos (Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas,
Fusobacterium), cocos grampositivos (Streptococcus), bacilos grampositivos
formadores de esporas (Clostridium) y no formadores de esporas
(Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium y Lactobacillus) (Alcala et al.,
2004).

En este estudio es muy importante resaltar la presencia continua de
Clostridium, por lo que se puede decir que es un habitante normal y
fundamental del humedal, este género puede fijar el nitrégeno elemental, ya
que utilizan los residuos oganicos como fuente de energia, ademas que se
ha reportado que Clostridium puede realizar la reduccion del hierro férrico en

el fango de tratamiento de aguas residuales (Olivares, J. 2004).

A las bacterias de Clostridium junto con otras de los géneros: Bacteroides y
Staphyloccoccus, se les han considerado bacterias hidroliticas, ya que
rompen los enlaces complejos de las proteinas, celulosa, lignina o lipidos en
mondmeros o0 moléculas como aminoacidos, glucosa, acidos grasos y

glicerol.

Luego estos mondmeros pasan al siguiente grupo de bacterias, en el cual

también se incluyen a los clostridios y Lactobacillus, que son capaces de
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convertir azucares, aminoacidos y lipidos en acidos organicos (propionico,
férmico, lactico, butirico o succinico), alcoholes y cetonas (etanol, metanol,

glicerol, acetona), acetato, CO, y Hz (Branco, 1984).

Ademas de las anteriores se encuentran otras bacterias conocidas como
sintroficas (de nutricion mutua), es decir, que solo se desarrollan como
productoras de H, junto a otras bacterias consumidoras de esta molécula
(Madigan et al., 1999). Propionibacterium, por un lado se especializa en la
oxidacion de propionato y Eubacterium, oxida acidos grasos que tienen de 4
a 8 atomos de carbono, y ademas convierten algunas sustancias como el
propionico, butirico y algunos alcoholes en acetato, hidrégeno y dioxido de
carbono, el cual posteriormente se utiliza en la metanogénesis (Branco,
1984).

En cuanto a la metodologia de ecologia microbiana seguida, se puede decir
que fue la mas adecuada de acuerdo a las condiciones existentes para
realizar este estudio, sin embargo, se debe tomar en cuenta que existen
otras técnicas a nivel molecular que darian resultados mucho mas certeros
en cuanto al numero total de microorganismos presentes. Sin embargo, para
efectos de este proyecto, la principal limitacién en la metodologia fue la toma
de las muestras ya que la utilizacion del barreno y pala no permitia la toma
correcta de la muestra, para este procedimiento idealmente se deberian

utilizar cilindros huecos, denominados “corers” (Andreu y Camacho, 2002).

Los corers se utilizan para obtener perfiles de sedimentos tanto para ensayos
fisicos, quimicos o bioldgicos y la obtencion de las muestras se puede
realizar manualmente (presionando verticalmente el tubo en el lodo o el
sedimento) o mediante algun procedimiento vibratorio o por gravedad
(Andreu y Camacho, 2002).
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El hecho de no contar con la instrumentacion adecuada permitid que las
muestras vinieran con agua del humedal, situacion que podria provocar que
un alto numero de bacterias aerobias del agua lograran adherirse a las
particulas del suelo y restos en descomposicion. Ademas, posterior a la toma
de muestra, lo recomendable seria que el procesamiento se realizara de
forma inmediata, en especial las que se utilizarian en las pruebas

anaerobicas ya que éstas son muy susceptibles al oxigeno.

Ademas se debe tomar en cuenta que los ensayos para la identificacion
presentan la limitaciéon de que la caracterizacion esta restringida a una base
de datos, por lo que el sistema no tiene la capacidad de identificar otros
microorganismos o excluir su presencia, pero gracias a estos sistemas se

puede hacer una indagacién general de la diversidad bacteriana.

En los resultados resumidos en el anexo 7, el porcentaje de identificacion,
especialmente para el API® 20 A presenté porcentajes muy bajos y en
algunos casos hasta perfiles inaceptables ya que este sistema esta disefiado
para bacterias de importancia clinica y no para microorganismos
ambientales. Sin embargo, los porcentajes de identificacion obtenidos para el
API® 20 E y NE, en su mayoria tenian un grado de confiabilidad del 99,9%.

En cuanto a la identificacion, que se realizo con el sistema API®, tanto el 20
E, 20 NE y 20 A, se siguieron todas las precauciones de la utilizacion y los
reactivos complementarios, pero no asi las condiciones de incubacién a 36°C
+ 2°C durante 18 a 24 horas ya que si se seguia esta instruccion las altas
temperaturas producirian que las bacterias crecieran lentamente, por lo que
se procedié a realizarla bajo las condiciones ambientales que el laboratorio
de Microbiologia basica y de Anaerobios de la Universidad Costa Rica
presentaba, y la lectura a las 48 horas, para que las bacterias pudieran
degradar completamente los sustratos que se encontraban en los

microtubulos.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

v" Los humedales naturales dulceacuicolas son uno de los ecosistemas
mas productivos de la tierra, por su funcion vinculada a la aportacion de agua

y a la productividad primaria de la que dependen las especies silvestres.

v Los sedimentos en los humedales funcionan como una fuente o como
un sumidero, de muchos de los nutrientes esenciales involucrados en el
proceso de la eutrofizacién. En estos, el intercambio de los nutrientes en la
interfase de los sedimentos y el agua depende de las caracteristicas

quimicas, tanto, del agua como del sedimento.

v' Las transformaciones llevadas a cabo por las bacterias del sedimento
puede ser, en algunas ocasiones, la principal fuente de nueva materia
organica en la columna de agua. Esa produccion de materia organica esta
representada por una reutilizacion de energia almacenada, a través de

procesos heterotréficos y quimosintoticos.

v" Los recuentos bacterianos realizados variaban a través del tiempo, pero
el desconocimiento de factores, al menos de, temperatura y pH, no permiten

correlacionar estas variaciones en los distintos sitios.

v Los recuentos en el primer muestreo, tanto para bacterias aerobias

como anaerobias fueron los mas altos.
v Las condiciones lluviosas presentadas en el segundo y tercer muestreo

afectaron el pH, composicion de la atmdsfera, temperatura y la cantidad de

nutrientes disponibles.
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v" Los muestreos 2 y 3 mantuvieron el mismo comportamiento, o sea, una

mayor cantidad de UFC/g de bacterias anaerobias.

v' El valor elevado de los recuentos anaerobios en el segundo y tercer
muestreo, se deben a la difusiébn del oxigeno extremadamente lenta

provocada por las condiciones de anegacion.

v Se obtuvo informacién valiosa de un lugar del cual no se habia
realizado un estudio de la flora bacteriana, como es la identificacion de 54
especies bacterianas que correspondian a 36 géneros diferentes, de los
cuales 14 eran bacilos gram negativos aerdbicos, 12 aerobios facultativos y

10 anaerobios. Ademas del aislamiento de 17 bacilos positivos aerobios.

v Los medios de cultivo utilizados (Agar sangre, MacConkey y Cetrimida,
permitian el crecimiento de una gran cantidad de especies bacterianas, sin
embargo, estudios tradicionales como éste, permite que las técnicas de

cultivo recuperen unicamente entre el 1% de las bacterias.

v' La mayoria de las bacterias aerobias identificadas estan asociadas al
habitat del suelo y agua, no ocurriendo asi con las anaerobias que se
encuentran en seres humanos y animales principales. Y aunque algunas
bacterias ambientales o pertenecientes a la flora normal identificadas pueden
causar enfermedad en ciertas ocasiones (generalmente en pacientes
inmunosuprimidos) muchas especies juegan un papel beneficioso para el

hombre.
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Recomendaciones

° Se recomienda la continuacién de este tipo de proyectos, donde se
destaca el trabajo interinstitucional, que aporta informacion no conocida y
que indica las necesidades futuras en equipo y reactivos necesarias para

continuar este tipo de estudio.

o Las condiciones de pH y temperatura del sedimento deberian ser
monitoreadas para recrear estas condiciones en el laboratorio y favorecer el

crecimiento de las comunidades microbianas.

° Es muy importante la continuacion de este tipo de estudio con el fin de
que los humedales abundantes en la zona del Caribe se conviertan en una

tecnologia viable para la depuracién de las aguas residuales.

o Aunque el sistema API® proporciona informacién valiosa de géneros y
especies a nivel clinico, se recomienda el uso de otras tecnologias como
Biolog EcoPlate creado especificamente para el analisis de la comunidad y
los estudios ecoldgicos microbianos del sedimento, pudiéndose mezclar con

la utilizacion de técnicas moleculares para mayor rapidez (PCR)
o Para la obtencion de muestras seria recomendable la utilizacion de
corers para tomar solamente el sedimento del sitio y evitar el traspaso de las

bacterias de la columna del agua al sedimento.

o Ampliar el numero de muestras dentro de un mismo sitio de muestreo,

para tener una mejor representacion de lo que sucede en el humedal.
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Anexo 1. Clasificacion de los humedales modificada por Scoth (1989)

1. De agua salada

1.1 Marinos

1. Submareales

a) Aguas someras, permanentemente desprovistas de vegetacion, con menos de 6 m de
profundidad, en marea baja. Incluye bahias y estrechos marinos.
b)  Vegetacion acuatica submarina, incluyendo bancos de algas, pastos marinos y pradera marinas

tropicales.
) Arrecifes de coral.
2. Intermareales

a)  Costas marinas rocosas, incluyendo acantilados y playas rocosas.

b)  Playas con piedras y cantos rodados.

c) Planicies intermareales, sin vegetacion, dunas de arenas, barro o salitre. Salinas albinas o
salitrales.

d  Sedimentos intermareales, cubiertos por vegetacion, incluyendo marismas y manglares en
costas protegidas.

1.2 Estuarinos

1. Submareales

a)  Aguas estuarinas, aguas de estuario permanentes y sistemas de deltas estuarinos.

2. Intermareales

a)  Planicies intermareales, salinas de barro y de arena, con escasa cobertura vegetal.

b) Pantanos Intermareales, incluyendo marismas, praderas salinas, pantanos elevados de agua
salada, pantanos salobres y de agua dulce influenciada por los mares.

c) Humedales boscosos de entre mareas, incluyendo manglares, pantanos de nipa, bosques
inundados por agua dulce influenciados por las mareas.

Lagunar

a) Lagunas salobres o salinas con conexiones estrechas al mar.

1.3
1.4  Lago salada

a) Lagos, planicies o pantanos, permanentes o temporales, salobres, salinos o alcalinos. Lagunas
saladas alto-andinas.
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2. Deaguadulce

2.1 Riberefos 1 Permanentes
L. Rios y arroyos permanentes, incluyendo cascadas.
2, Deltas interiores.
2. Temporales
a) Rios y arroyos estacionales o irregulares.
by  Llanuras riberefias de inundacion, incluyendo planicies de rios, cuencas hidrograficas inundadas,
praderas de inundacion estacional.
2.2 Lacustres 1. Permanentes
a) Lagos de agua dulce permanentes, incluyendo las orillas sujetas a inundaciones estacionales o
irregulares.
b) Estanques de agua dulce permanentes.
2, Estacionales
a) Lagos de agua dulce estacionales , incluyendo lagos de llanuras de inundacion.
2.3  Palustres 1. Emergentes
a) Pantanos y ciénagas de agua dulce permanentes sobre suelos inorganicos, con vegetatacion

emergente cuyas bases se encuentran por debajo del manto freatico durante la mayor parte de su
estacion de crecimiento.

b) Pantanos de agua dulce que generan turba, incluyendo valles pantanosos tropicales de tierra
adentro, dominados por Papyrus, Typha o Scyrpus.

c) Pantanos de agua dulce estacionales sobre suelos inorganicos, incluyendo lodazales, hoyas,
bafiados, praderas de inundacion estacional y juncales.

d) Turberas, incluyendo suelos acidofilos, ombrogénicos o soleisoles cubiertos por musgo, hierbas o
vegetacion arbustiva enana y turberas de todo tipo.

e) Humedales alpinos, andinos y polares, incluyendo praderas de inundacion estacional,
alimentadas por aguas temporales provenientes del deshielo.

f) Manantiales de agua dulce y oasis con vegetacion circundante.

9) Fumarolas volcanicas continuamente humedecidas por vapor vapor de agua emergente o
condensado.
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2. Boscosos

a) Pantanos de arbustos, incluyendo pantanos de agua dulce dominados por arbustos y malezas
sobre suelos inorganicos.

b) Bosques pantanosos de agua dulce, incluyendo bosques de inundacién estacional y pantanos con
bosques maderables sobre suelos inorganicos.

c) Turberas boscosas incluyendo bosques con pantanos de turba.

3. Humedales artificiales

Agricultura/

Estanques para acuicultura, incluyendo estanques para peces y camarones.

Maricultura
Agricultura/ a) Estanques, incluyendo estanques de fincas y estanques para el ganado.
Ganaderia b) Tierras irrigadas y canales de drenaje y escurrimiento, incluyendo arrozales, canales y acequias.
c) Tierras arables estacionalmente inundadas.
Explotacion de sal | a) Salinas, salineras o salitrales.
Urbanos- a) Excavaciones, incluyendo canteras, zanjas y pozos de mineria.
Industriales b) Areas de tratamiento de aguas servidas, incluyendo depdsitos de aguas negras, estanques de
sedimentacién y estanques de oxidacion.
Areas de a) Reservorios de agua para irrigacion o consumo humanos, con un patréon de vaciado gradual y
almacenamiento | estacional.
de aguas b) Represas hidricas con fluctuaciones regulares, semanales o0 mensuales, del nivel del agua.
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Anexo 2. Fotografias de los sitios de muestreo del humedal
natural

Entrada del Humedal Natural

-

i
)

R AR
| B

110



Parte media del Humedal Natural
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Salida del Humedal Natural
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Anexo 3. Tablade lectura API® 20 E

Tests Componentes activos Negativo Positivo
ONPG 2-nitro-fenil-D Incoloro Amarillo (1)
galactopiranosida
ADH L-arganina Amarillo Rojo/anaranjado (2)
LDC L-lisina Amarillo Rojo/anaranjado (2)
OoDC L-ornitrina Amarillo Rojo/anaranjado (2)
CIT Citrato trisddico Verde palido/ amarillo Azul-verde/azul (3)
HS Tiosulfato sodico Incoloro/grisaceo Depdsito negro
URE Urea Amarillo Rojo/anaranjado (2)
TDA L-triptéfano Amarillo Marrén/rojizo
IND L-triptéfano Incoloro, verde palido/ Rosa
amarillo

VP Piruvato sodico Incoloro Rosa/rojo (5)
GEL Gelatina (origen bovino) No difusion Difusion pigmento negro
GLU D-glucosa Azul/azul verdoso Amarillo/amarillo

grisaceo (4)
MAN D-manitol Azul/azul verdoso Amarillo (4)
INO Inositol Azul/azul verdoso Amarillo (4)
SOR D-sorbitol Azul/azul verdoso Amarillo (4)
RHA L-ramnosa Azul/azul verdoso Amarillo (4)
SAC D-sacarosa Azul/azul verdoso Amarillo (4)
MEL D-melibiosa Azul/azul verdoso Amarillo (4)
AMY Amigdalina Azul/azul verdoso Amairillo (4)
ARA L-arabinosa Azul/azul verdoso Amarillo (4)
OX Se realiza previamente

(1) Un color amarillo también implica resultado positivo

(2) La aparicion de color naranja tras 36-48 H de incubacion debe considerarse negativa.

(3) Lectura de la cupula (zona aerobia).

(4) Lafermentacidon comienza en la parte inferior de los tubos, mientras que la oxidacion empieza en la
cupula.

(5) Una ligera coloracion rosa, que aparece tras 10 minutos, debe ser leida como negativa.
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Anexo 4. Ensayos complementarios

Tests Componentes | Reacciones/Enzimas | Negativo | Positivo
Reduccion | Nitrato Produccion de NO; Amarillo | Rojo
de nitratos | potasico
tubo GLU Reduccion al estado | Naranja- | Amarillo
N> rojo
MOB API®M Movilidad Inmovil Movil
Médium o
Microscopio
McC Medio de Cultivo Ausencia | Presencia
MacConkey
OF-F Glucosa (API® | Fermentacién: bajo Verde Amarillo
OF Médium) aceite
OF-O Oxidacién al aire Verde Amarillo
Anexo 5. Tabla de identificacion API®20 NE
Tests | Componentes activos Negativo \ Positivo
NO; Nitrato potasico NIT 1+NIT 2/5min
Incoloro | Rosa-rojo
Zn/5min
Rosa | Incoloro
TRP L-triptéfano JAMES/inmediato
Incoloro, verde | Rosa
palido/amarillo
GLU D-glucosa Azul a verde Amarillo
ADH L-arginina Amarillo Naranja/rosa/rojo
URE Urea Amarillo Naranja/rosa/rojo
ESC Esculina citrato férrico Amarillo Gris/marrén/negro
GEL Gelatina Sin difusién del | Difusion del
pigmento pigmento negro
PNPG | 4-nitrofenil-BD- Incoloro Amarillo
galactopiranosida
GLU D-glucosa Transparencia | Turbio
ARA L-arabinosa Transparencia Turbio
MNE D-manosa Transparencia Turbio
MAN D-manitol Transparencia Turbio
NAG N-acetil-glucosamina Transparencia | Turbio
MAL D-maltosa Transparencia Turbio
GNT Gluconato potasico Transparencia Turbio
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CAP Acido caprico Transparencia Turbio
ADI Acido atipico Transparencia Turbio
MLT Acido malico Transparencia Turbio
CIT Citrato trisddico Transparencia Turbio
PAC Acido fenilacético Transparencia Turbio
OoX Se realiza previamente
Anexo 6. Tabla de identificacion API® 20 A
Test Componentes Negativo Positivo
activos
IND L-triptéfano XYL-mezclar/2-3min + EHR/5min
Amarillo Rojo
URE Urea Amarillo Rojo
GLU D-glucosa Parpura Amarillo/verde-
MAN D-manitol amarillento
LAC D-lactosa
SAC D-sacarosa
MAL D-maltosa
SAL Salicina
XIL D-xilosa
ARA L-arabinosa
GEL Gelatina Sin difusién Difusion del pigmento
del pigmento negro
ESC Esculina Amarillo Marrén-negro
Bajo rayos UV
Fluorescencia Sin fluorescencia
GLY Glicerol Purpura Amarillo/verdeamarillento
CEL D-celobiosa
MNE D-manosa
MLZ D-melecitosa
RAF D-rafinosa
SOR D-sorbitol
RHA L-rhamosa
TRE D-trehalosa
CAT Después de 30 min al aire libre H202 en
un tubo positivo
Ausencia de Presencia de burbujas
burbujas
SPOR Esporas Ausencia Presencia
GRAM Coloracion gram Rosa Violeta
COCC Morfologia Bacilo Coccus
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Anexo 7. Datos obtenidos de las pruebas realizadas a las bacterias aerobias de los sedimentos del

humedal natural

Especie Tincién de Gram Catalasa Oxidasa Movilidad API® % ID
Acinetobacter baumanii/calcoaceticus - + - - 20 E 66,4
Aeromonas hidrophilia/caviae - + 20 NE 99,3
Aeromonas salmonicida - + + 20 NE 99,9
Alcaligenes faecalis - + + 20 NE 49,4
Alcaligenes xilosoxidans - + + 20 NE 45,6
Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp - + - - 20 E 64
Brevundimonas vesicularis - + + 20 NE 93,7
Burkolderia cepacia - + + 20 NE 99,1
Chromobacterium violaceum - + + 20 NE 99,9
Chryseobacterium indologenes - + + 20 NE 99,9
Chryseobacterium meningosepticum - + + 20 NE 99,1
Chryseomonas luteola - + - + 20 E 94,6
Citrobacter farmeri - - + 20 NE 55,7
Citrobacter freundii - + + 20 NE 99,8
Comamonas testosteronii/Ps. alcaligenes - + + 20 NE 95,7
Enterobacter cancerogenus - + - + 20 E 67,3
Enterobacter cloacae - + - 20 E 95
Escherichia vulneris - + - 20 E 74,0
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Especie Tinciéon de Gram Catalasa Oxidasa Movilidad API® % ID
Ewingella americana - - - 20 E 98,9
Flavimonas oryzihabitans - + - - 20 E 92,0
Klebsiella ornithinolytica - + - - 20 E 84,1
Klebsiella pneumoniae - + - - 20 E 95,0
Moellerella wisconsensis - + - - 20 E 99,8
Moraxella lacunata - + 20 NE 86,0
Moraxella spp - + 20 NE 85,8
Ochrobactrum anthropi - + - + 20 E 88,7
Oligella ureolytica - + + 20 NE 89,2
Pantoea spp - + - + 20E 99,0
Pasteurella pneumotropica/haemolytica - + - - 20 E 99,9
Providencia stuartii - + - 20 E 92,9
Pseudomonas aeruginosa - + - 20 E 99,8
Pseudomonas putida/fluorescens - + 20 NE 99,6
Pseudomonas stutzeri - + 20 NE 52,6
Serratia ficaria - + - + 20 E -
Serratia liquefaciens - + - 20 E 93,7
Serratia marcescens - + - + 20 E 99,9
Serratia plymuthica - + - - 20 E 95,7
Shingomonas paucimobilis - + + 20 NE 99,6
Stenotrophomonas maltophilia - - + 20 E 99,3
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Anexo 8. Datos obtenidos de las pruebas realizadas a las bacterias aerobias bacilos positivos de los
sedimentos del humedal natural

Numero Especie Tincién de Gram Catalasa Oxidasa | Esporulacién

Bacillus spp + + + +

Bacillus spp + -

Bacillus spp

+
+
+

Bacillus spp

Bacilo no esporulado

Bacillus no esporulado

Bacilo no esporulado

Bacilo no esporulado

Bacillus spp

+ 4|+ +| 4+ 4+

Bacillus spp

Bacillus spp

Bacillus spp

Bacilo no esporulado

Bacillus spp

Bacillus spp

Bacilo no esporulado

e o O o 3 O a3 o S S S S B S B S B

Al oo 2ol 2o © o N oo AW N =

+ 4|+ +| 4+ 4+

Bacilo no esporulado
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Anexo 9. Datos obtenidos de las pruebas realizadas a las bacterias anaerobias de los sedimentos del

humedal

Especie Tincion de Gram | Esporulacion | Aerotolerancia| % ID
Actinomyces israelli + - - 98,1
Actinomyces meyeri/odontolyticus + - - -
Actinomyces naeslundii + - - 80,2
Bacteroides ovatus/thetaiotaomicron - - -
Bacteroides stercoris/eggerthii - - - -—-
Clostridium bifermentans + + - 99,7
Clostridium cadaveris + + - 79,7
Clostridium histolyticum + + - 73,3
Clostridium perfringens + + - 99,9
Clostridium septicum + + - 91,2
Clostridium sporogenes + + - 96,5
Clostridium spp + + - 90.5
Eubacterium lentum + - - 94,2
Eubacterium aerofaciens + - - 89,1
Eubacterium limosum + - - 80,7
Fusobacterium mortiferum - - - 94,1
Lactobacillus acidophilus/jensenii + - - 96,6
Porphyromonas assacharolytica/ limusum - - - 37,3
Prevotella intermedia/disiens - - - 98,8
Prevotella melaninogenica/oralis - - - 55,9
Prevotella oris/buccae - - - 72,6
Propionibacterium granulosum + - + 53
Propionibacterium propionicum/avidum + - - 97,4
Streptococcus constellatus + - -
Nota: %ID: porcentaje de identificacién, --- = Perfil inaceptable
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Anexo 10. Recuento bacteriano aerobio mesofilico del tercer muestreo
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Anexo 11. Recuento bacteriano anaerobio mesofilico del tercer
muestreo

Agar sangre
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Anexo 12. Recuento bacteriano aerobio mesofilico por duplicado del
tercer muestreo

| CO5 Profundidad

-

[l CO, Superficie [l CO, Profundidad
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Anexo 13. Ejemplos de pruebas de Aerotolerancia

AEROBIOSIS
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Anexo 14. Fotografias de las bacteras aerobias

Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp

Aeromonas salmonicida Brevundimonas vesicularis
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Citrobacter freundii

Chryseomonas luteola Enterobacter cloacae
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Flavimonas oryzihabitans Moellerella wisconsensis
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Ochrobactrum anthropi

131

Pantoea spp

Past. pneumotropica/haemolytica



Pseudomonas putida Serratia marcescens
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Serratia plymuthica Stenotrophomonas maltophilia

Shingomonas paucimobilis
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Anexo 15. Fotografias de bacterias bacilos positivos

Baccillus spp (3)

Bacilo no esporulado (6)
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Baccillus spp (9) Baccillus spp (12)
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Bacilo no esporulado (17)

Baccillus spp (15)
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Anexo 16. Fotografias de bacterias anaerobias

Eubacterium limosum Actinomyces naeslundii
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Prevotella oris/buccae Eubacterium aerofaciens
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Clostridium sporogenes Streptococcus constellatus
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Clostridium cadaveris

Clostridium spp Actinomyces israelli
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Anexo 17. Caracteristicas coloniales de las bacterias aerobias identificadas en el Humedal Natural

Especie Tamafo Consistencia Forma Elevacion Borde Color Caracteres Hemolisis
(mm) opticos

Acinetobacter 1,5 Butiracea Circular Convexa Entero Beige Opaca -

baumanii/calcoaceticus

Aeromonas hidrophilia/caviae 2,0 Butiracea Circular Umbonada Entero Verde Opaca +
musgo

Aeromonas salmonicida 1,0 Butiracea Circular Convexa Entero Blanco Translucida -

Alcaligenes faecalis -- Cremosa Puntiforme Convexa Entero Café Opaca -

Alcaligenes xilosoxidans - Butiracea Puntiforme Levantada Entero Amarillo | Opaca -
tenue

Bordetella/Alcaligenes/Moraxella 2,5 Butiracea Irregular Plana Ondulado Café Opaca +

Spp

Brevundimonas vesicularis 1,5 Viscosa Circular Convexa Entero Amarillo | Translucida -

Burkolderia cepacia 2,0 Butiracea Irregular Plana Entero Beige Opaca +

Chromobacterium violaceum 0,5 Butiracea Circular Levantada Entero Morado Opaca -

Chryseobacterium indologenes 1,0 Butiracea Circular Levantada Entero Café Opaca -

Chryseobacterium 2,0 Butiracea Irregular Plana Entero Amarillo | Opaca +

meningosepticum

Chryseomonas luteola 1,0 Membranosa Circular Levantada Ondulado Café Opaca -

Citrobacter farmeri 2,0 Butiracea Circular Convexa Entero Amarillo Opaca +

Citrobacter freundii -—- Butiracea Puntiforme Plana Ondulado Amarillo | Opaca -

Comamonas testosteronii/Ps. 1,0 Butiracea Irregular Levantada Entero Amarillo | Opaca -

Alcaligenes fuerte

Enterobacter cancerogenus 1,0 Butiracea Circular Convexa Ondulado Amarillo | Opaca -
tenue

Enterobacter cloacae 1,0 Butiracea Circular Convexa Ondulado Amarillo | Opaca -
tenue

Escherichia vulneris 0,7 Butiracea Circular Convexa Entero Beige Opaca -

141




Especie Tamafio Consistencia Forma Elevacidn Borde Color Caracteres Hemolisis
(mm) opticos

Ewingella americana - Viscosa Puntiforme Convexa Entero Amarillot | Translucida -
Flavimonas oryzihabitans 3,0 Viscosa Circular Convexa Ondulado Café Translucida -
Klebsiella ornithinolytica 3,0 Viscosa Irregular Levantada Ondulado Marrén Translucida -
Klebsiella pneumoniae 3,0 Viscosa Irregular Levantada Ondulado Marrén Translucida -
Moellerella wisconsensis 0,7 Butiracea Circular Convexa Entero Beige Opaca -
Moraxella lacunata 1,0 Butiracea Circular Convexa Ondulado Cafe Opaca +
Moraxella spp — Butiracea Puntiforme Plana Entero Beige Traslucida -
Ochrobactrum anthropi - Butiracea Puntiforme Plana Entero Café Traslucida -
Oligella ureolytica 4,0 Quebradiza Irregular Umbonada Lobulado Verde Opaca +
Pantoea spp 1,0 Viscosa Circular Convexa Ondulado Crema Opaca -
Pasteurella 3,0 Viscosa Circular Pulvinada Ondulado Amarillo Opaca -
pneumotropica/haemolytica
Providencia stuartii 4,0 Butiracea Irregular Convexa Ondulado Amarillo | Trasldcida -
Pseudomonas aeruginosa 4,0 Viscosa Circular Pulvinado Entero Crema Translucida -
Pseudomonas 0,5 Butiracea Circular Levantada Entero Beige Opaca -
putida/fluorescens
Pseudomonas stutzeri 2,0 Butiracea Irregular Convexa Ondulado Amarillo Opaca
Serratia ficaria --- Puntiforme Levantada Entero Beige Translucida -
Serratia liquefaciens 5,0 Viscosa Circular Convexa Ondulado Amarillo Tranltcida -
Serratia marcescens 1,0 Butiracea Circular Convexa Pulvinada Vino Opaca +
Serratia plymuthica 2,0 Butiracea Circular Pulvinada Entero Amarillo Opaca -
Shingomonas paucimobilis 1,0 Butiracea Circular Plana Entero Café Opaca +
Stenotrophomonas maltophilia 2,0 Butiracea Circular Convexa Entero Blanco Opaca

142




Anexo 18. Caracteristicas coloniales de las bacterias aerobias bacilos positivos identificadas en el
Humedal Natural
Numero Especie Tamafio Consistencia Forma Elevacidn Borde Color Caracteres | Hemdlisis
(mm) Opticos
1 Bacillus spp 8,0 Membranosa Irregular Plana Filamentoso Rosado | Opaca +
2 Bacillus spp 7,0 Membranosa Irregular Plana Filamentoso Rosado | Opaca +
3 Bacillus spp 7,0 Membranosa Irregular Plana Filamentoso | Crema Opaca +
4 Bacillus spp 8,0 Butiracea Irregular Plana Irregular Café Opaca +
5 Bacilo no esporulado Swarming | Membranosa Crema Opaca -
6 Bacillus no esporulado 5,0 Viscosa Circular Levantada Entero Rosada Opaca -
7 Bacilo no esporulado 1,5 Viscosa Circular Plana Irregular Beige Opaca -
8 Bacilo no esporulado 5 mm Viscosa Circular Levantada | Ondulada Beige Opaca -
9 Bacillus spp 10,0 Membranosa Irregular Plana Irregular Verde Opaca +
10 Bacillus spp 4,0 Viscosa Circular Entero Plana Café Opaca +
11 Bacillus spp 10,0 Membranosa Irregular Irregular Levantada Beige Opaca +
12 Bacillus spp Swarming | Butiracea Beige Opaca +
13 Bacilo no esporulado Swarming | Butiracea Rosado | Opaca -
14 Bacillus spp Swarming | Butiracea Beige Opaca +
15 Bacillus spp 3,0 Membranosa Circular Plana Irregular Amarillo | Opaca +
16 Bacilo no esporulado Swarming | Butiracea Blanco Opaca -
17 Bacilo no esporulado 3,0 Butiracea Puntiforme | Conveza Entero Beige Translucida +
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Anexo 19. Caracteristicas coloniales de las bacterias anaerobias identificadas en el Humedal Natural

Especie Tamafo Consistencia Forma Elevacion Borde Color Caracteres Hemolisis
(mm) opticos
Actinomyces israelli Butiracea Irregular Plana Irregular Amarillo Opaca -
Actinomyces meyeri/odontolyticus 1 Membranosa Circular Plana Entero Rosado Opaca -
Actinomyces naeslundii 4,0 Butiracea Circular Convexa Irregular Amarillo | Opaca -
tenue

Bacteroides ovatus 1 Butiracea Circular Convexa Entero Café Opaca -
Bacteroides stercoris/eggerthii 3,0 Butiracea Circular Convexa Irregular Rosado Opaca -
Clostridium bifermentans 3,0 Butiracea Circular Pulvinada Entero Beige Opaca -
Clostridium cadaveris 3 Butiracea Cirucular Plana Entero Crema Opaca -
Clostridium histolyticum 5,0 Membranosa Irregular Plana Ondulado | Beige Opaca +
Clostridium perfringens 3,0 Butiracea Circular Convexa Entero Amarillo Opaca +
Clostridium septicum 1 Membranosa Circular Plana Entero Beige Opaca +
Clostridium sporogenes 8,0 Butiracea Irregular Umbonada Irregular Beige Opaca -
Clostridium spp 1 Membranosa Circular Plana Entero Amarillo Opaca -
Eubacterium lentum Swarming | Butiracea Beige Translucida -
Eubacterium aerofaciens 7,0 Membranosa Irregular Plana Lobulado | Rosado Translucida -
Eubacterium limosum 4,0 Menbranosa Irregular Plana Entero Beige Opaca +
Fusobacterium mortiferum 2,0 Butiracea Irregular Convexa Lobulado | Café Translucida -
Lactobacillus acidophilus/jensenii 2,0 Butiracea Circular Convexa Irregular Café Opaca -
Porphyromonas assacharolytica/ 2,0 Butiracea Irregular Plana Ondulado | Beige Opaca -
limusum

Prevotella intermedia/disiens 1,0 Butiracea Circular Levantada Entero Crema Opaca -
Prevotella melaninogenica/oralis 6,0 Butiracea Irregular Umbonada Irregular Café Opaca +
Prevotella oris/buccae 3,0 Membranosa Circular Levantada Irregular Verde Opaca
Propionibacterium granulosum - Butiracea Puntiforme | Pulvinada Entero Beige Opaca -
Propionibacterium propionicum/avidum 4,0 Membranosa Irregular Plana Lobulado | Blaca Opaca -
Streptococcus constellatus 2 Membranosa Circular Plana Entero Amarillo Opaca +
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Anexo 20. Informacion de los 36 géneros bacterianos identificados,
tomada de Holt et al., 1994.

Bacilos gran negativos aerébicos v microaerofilicos

Género: Acinetobacter

Bacilos con un diametro de 0.5 - 2.5 pm y un largo de 1.5 - 2.5 pm.
Comunmente se encuentran en pares o en cadenas de tamafo variable,
Movilidad: No moviles

Metabolismo: Aerobio, tienen un estricto sistema respiratorio donde el
oxigeno es el aceptor final de electrones

Temperatura 6ptima de crecimiento: Todas las especies crecen entre 20-
30°C, pero la temperatura 6ptima es de 33 - 35°C

Caracteristicas generales: Oxidasa negativa, catalasa positiva, la D-
Glucosa es el unico carbohidrato utilizado por algunas especies

Habitats comunes: Suelo y agua

Tipos de especies: Acinetobacter calcoaceticus

Género: Alcaligenes

Bacilos rectos

Movilidad: A través de 1 a 8 flagelos peritricos.

Metabolismo: Aerobio, tienen un estricto sistema respiratorio donde el
oxigeno es el aceptor final de electrones. Algunas especies son capaces de
llevar a cabo la respiracion anaerdbica con nitrito, pero no con nitrato como
aceptor de electrones.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 20 - 37 °C

Caracteristicas generales: Los carbohidratos no son utilizados como fuente
de carbono. Presentan buen crecimiento en medios con acidos vy
aminoacidos. Son oxidasa positiva y catalasa positivo. El alcali es producido

a partir de algunas sales y amidas.
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Habitats comunes: Aislados de suelos, aguas, heces, orina, sangre, fluidos
pleurales, esputo, heridas, nematodos e insectos.

Especies: Alcaligenes faecalis, A. xilosoxidans

Género: Bordetella

Cocobacilos diminutos de 0,2 -0,5x0,5-2,0 ym.

Movilidad: Pueden ser o no moviles, si son moviles, tienen flagelos
peritricos.

Metabolismo: Estrictamente aerdbico. EI metabolismo es respiratorio nunca
fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 35 - 37°C

Caracteristicas generales: Requiere para su crecimiento nicotiamida, azufre
organico y nitrégeno organico. Parasito de mamiferos y patégeno.

Habitats comunes: Localizado entre el cilio epitelial del tracto respiratorio.

Especies: Bordetella avium

Género: Burkolderia

Bacilos rectos y ligeramente curvados de 0,5 — 1,0 ym de diametro y 1,5-
4,0 ym de largo

Movilidad: A través de uno o mas flagelos polares.

Metabolismo: Quimioorganotréficos aerébicos que no muestran nunca un
metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 30°C

Caracteristicas generales: Gran versatilidad nutricional, algunas cepas son
patdgenas para las plantas.

Habitats comunes: Muy distribuidos en la naturaleza, son organismos
ecoldgicamente importantes en suelos y aguas y es probable que causen la
degradacion de muchos compuestos solubles de la degradacién de

materiales de plantas y animales en ambientes toxicos. No crecen en medios
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acidos, son oxidasa positiva o negativa, catalasa positiva, algunos pueden
ser patogenos para humanos, plantas y animales

Especies: Burkolderia cepacia

Género: Comamonas

Bacilos rectos o levemente curvados, de 0,5 - 1,0 x 1 - 4 ym. Las células se
encuentran individuales o en pareja.

Movilidad: A través de un flagelo polar.

Metabolismo: Aerobio estricto, no fermentativo y quimiorganotrofo
Temperatura 6ptima de crecimiento: 30°C

Caracteristicas generales: No produce endosporas. Acumula poli-3-
hidroxibutirato dentro de la célula. Oxidasa y catalasa positiva.

Habitats comunes: Muy distribuidos en la naturaleza, son organismos
ecolégicamente importantes en suelos y aguas y es probable que causen la
degradacion de muchos compuestos solubles de la degradacién de
materiales de plantas y animales en ambientes toxicos. No crecen en medios
acidos, son oxidasa positiva 0 negativa, catalasa positiva, algunos pueden
ser patdogenos para humanos, plantas y animales

Especies: Comamonas testosteroni

Género: Chryseobacterium (Flavobacterium)

Bacilos de 0,5 x1,0-3,0 um.

Movilidad: No méviles.

Metabolismo: Aerobio, tiene un metabolismo estrictamente respiratorio.
Temperatura optima de crecimiento: 37 °C

Caracteristicas generales: Son oxidasa, catalasa y fosfatasa positivas.
Quimiorganotrofo. A partir de carbohidratos se produce acido.

Habitats comunes: Ampliamente distribuido en suelos y aguas, también se
encuentra en carnes crudas, leche y otras comidas y en muestras clinicas de

humanos.
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Especies: Chryseobacterium indologenes, C. meningosepticum

Género: Chryseomonas

Bacilos, con bordes curveados.

Movilidad: A través de 10 a12 flagelos polares

Metabolismo: Aerobios, tienen un estricto sistema de respiracion
Temperatura 6ptima de crecimiento: 18 - 42 °C

Caracteristicas generales: Oxidasa negativa, catalasa positiva.

Habitats comunes: Se han encontrado en muchos ambientes, generalmente
son saprofitos, que pueden ser ocasionalmente patégenos

Especies: Chryseomonas luteola

Género: Flavimonas

Bacilos con lados paralelos y extremos redondeados de 1 mm de
diametro.

Movilidad: A través de un solo flagelo polar o no méviles pueden ser.
Metabolismo: Aerdbicos, tienen un metabolismo respiratorio estricto.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 18-42 °C

Caracteristicas generales: Catalasa positiva, oxidasa negativa

Habitats comunes: Encontrada generalmente en el medio ambiente, son
aparentemente sapréfitas o0 comensales de humanos y otros animales de
sangre caliente, en los cuales son ocasionalmente patégenos.

Especies: Flavimonas oryzihabitans

Género: Moraxella

Bacilos o cocos. Los bacilos son frecuentemente mas cortos y ensanchados
muy parecidos a los cocos (1,0 - 1,5 x 1.5 - 2.5 ym), usualmente se
encuentran en pares y cadenas cortas

Movilidad: Flagelos ausentes.
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Metabolismo: Aerdbico, pero algunas pueden crecer débilmente bajo
condiciones anaerdbicas.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 33 - 35° C

Caracteristicas generales: La mayoria de las especies son nutricionalmente
fastidiosas, pero los requerimientos especificos son desconocidos.
Usualmente catalasa positiva.

Habitats comunes: Parasita de las membranas mucosas de humanos y
otras animales de sangre caliente.

Especies: Moraxella lacunata

Género: Ochrobactrum

Bacilos con lados paralelos y extremos redondeados de 1 mm de
didmetro, usualmente se encuentran en forma individual.

Movilidad: A través de flagelos peritricos.

Metabolismo: Aerobios estrictos, poseen un metabolismo respiratorio con el
oxigeno como aceptor final de electrones.

Temperatura Optima de crecimiento: 20 - 37°C

Caracteristicas generales: Oxidasa y catalasa positivas. Quimiorganotrofos,
usando una variedad de aminoacidos, acidos organicos y carbohidratos
como fuente de carbono.

Habitats comunes: Se encuentra en muestras clinicas de humanos.

Especies: Ochrobactrum anthropi

Género: Oligella

Bacilos muy pequenos, la mayoria no se excede de 1 um y frecuentemente
se encuentra en parejas.

Movilidad: La mayoria son no moviles pero algunas especies como O.
ureolytica tienen flagelos peritricos.

Metabolismo: Aerébico

149



Caracteristicas generales: Moderadamente fastidiosos quimiorganotrofos.
Bioquimicamente son bastante inertes y solamente unos pocos acidos
organicos y aminoacidos son utilizados como la unica fuente de carbono. Los
carbohidratos no son fermentados ni oxidados. Oxidasa positiva vy
usualmente oxidasa negativa.

Habitats comunes: Principalmente aislados de orina de humanos.

Especies: Oligella ureolytica

Género: Pseudomonas

Bacilos rectos y curvados de 0.5-1.0 um de diametro y 1.5-4.0 um de largo
Movilidad: A través de uno o multiples flagelos polares

Metabolismo: Metabolismo respiratorio, nunca fermentativo, puede producir
aerobicamente pequenas cantidades de acido procedentes de glucosa; utiliza
compuestos organicos de bajo peso molecular, no polimeros; algunos son
quimiolitotroficos y utilizan H, o CO, como unicos donadores de electrones;
algunos usan nitrato como aceptor de electrones anaerdbicamente; algunos
son capaces de utilizar arginina como fuente de energia en anaerobiosis.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 30°C

Caracteristicas generales: Oxidasa, casi siempre positiva, catalasa positiva.
Utiliza una gran variedad de compuestos organicos que usa como fuente de
carbono y como donadores de electrones para la produccion de energia.
Algunas especies usan mas de cien compuestos diferentes y solo unas
pocas especies usan menos de veinte.

Habitats comunes: Muy distribuidos en la naturaleza, son organismos
ecolégicamente importantes en suelos y aguas y es probable que causen la
degradacion de muchos compuestos solubles de la degradacion de
materiales de plantas y animales en ambientes toxicos. No crecen en medios
acidos, son oxidasa positiva 0 negativa, catalasa positiva, algunos pueden
ser patégenos para humanos, plantas y animales

Especies: Pseudomonas aeruginosa, P. stutzeri, P putida, P. fluorescens.
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Género: Shingomonas

Bacilos rectos y curvados de 0.5-1.0 um de diametro y 1.5-4.0 um de largo
Movilidad: A través de un falgelo polar y la movilidad ocurre a 18-22° C pero
no a 37° C.

Metabolismo: Aerobio, metabolismo respiratorio, nunca fermentativo, puede
producir aerdbicamente pequefas cantidades de acido procedentes de
glucosa.

Temperatura 6ptima de crecimiento: No crece a 5 0 42°C.

Caracteristicas generales: Oxidasa positiva, las células tienen lipidos,
inclusiones, probablemente poli-3-hidroxibutirato.

Habitats comunes: aislados como especies contaminantes en el laboratorio.

Especies: Shingomonas paucimobilis

Género: Stenotrophomonas

Bacilos rectos, usualmente de 0,4-0,7 x 0,7-,1,8 pm, se encuentran
predominantemente en forma individual.

Movilidad: A través de multiples flagelos polares.

Metabolismo: Aerdbicos, tienen un metabolismo respiratorio estricto con el
oxigeno como aceptor terminal de electrones. Reduce nitrato a nitrito.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 25-30° C

Caracteristicas generales: Oxidasa negativa, catalasa positiva.
Quimiorganotrofo, puede usar una variedad de carbohidratos y sales.
Pequenas cantidades de acidos son producidas a partir de algunos
carbohidratos.

Habitats comunes: el acuatico, pero también se encuentra en el suelo, en
las plantas y en los animales y actualmente se considera un patégeno
nosocomial emergente

Especies: Stenotrophomonas maltophilia
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Bacilos gram negativos y anaerobios facultativos

Género: Aeromonas

Bacilos rectos con un didmetro de 0.3 -1.0 um vy 1.0 - 3.5 ym de largo.
Comunmente se encuentran en pares y pequefias cadenas.

Movilidad: Poseen un solo flagelo polar.

Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, tienen ambos
tipos de respiracion y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: La temperatura 6ptima de crecimiento
es de 22-28°, algunas crecen bien a 37°C pero algunas especies no.
Caracteristicas generales: Son oxidasa positiva y catalasa positiva y
reducen nitratos.

Habitats comunes: Agua limpia y contaminada.

Especies: Aeromonas hidrophilia, A. caviae, A. salmonicida

Género: Chromobacterium

Bacilos de 0.6 - 09 ym de diametroy 1.5 - 3.5 pm de largo.

2.1 Movilidad: Utilizan un flagelo polar y usualmente de 1-4 flagelos
laterales

Metabolismo: Aerobio facultativo, que crece fermentativamente a partir de
azucares y aerdbicamente a partir de diferentes fuentes de carbono.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 25°C

Caracteristicas generales: Algunas cromobacterias producen violaceina, un
pigmento morado que tiene propiedades antibidticas y es producida solo en
medios que contengan el aminodacido triptéfano. colonias moradas en medio
sélido, tienen un metabolismo fermentativo, son oxidasa positivo, catalasa
positivo e indol negativo.

Habitats comunes: Son microorganismo de suelo y de ambientes acuaticos.

Especies: Chromobacterium violaceum
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Género: Citrobacter

Bacilos de 1 um de diametroy 2 - 6 ym de largo.

3.1 Movilidad: A través de flagelos peritricos.

Metabolismo: Anaerobios facultativos.

Temperatura optima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: Son oxidasa negativa, catalasa positiva.
Habitats comunes: La mayoria de estos géneros se han encontrado en
heces de humanos y animales, diversos estudios demuestran que es un
habitante natural del tracto intestinal.

Especies: Citrobacter farmeri, C. freundii

Género: Enterobacter

Bacilos de 0.6 - 1.0 ym de diametroy 1.2 - 3.0 ym de largo

4.1 Movilidad: A través de flagelos peritricos

Metabolismo: Anaerobios facultativos quimiorganotrofos, tienen ambos tipos
de respiracién y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 30-37°C

Caracteristicas generales: D-Glucosa y otros carbohidratos son
metabolizados con la produccidn de acido y gas

Habitats comunes: Comunmente distribuidos en la naturaleza,
especialmente en agua, suelo, vegetales y heces humanas.

E. cloacae, E. sakasakii, E. aerogenes, E. Agglomerans y E. Gergoviae, son
patdbgenos oportunistas, causan quemaduras, infecciones urinarias vy
meningitis.

Especies: Enterobacter cancerogenus, E. cloacae

Género: Escherichia

Bacilos rectos, 1,1 - 1,5 ym, se encuentran individuales o en pareja.
Movilidad: Méviles a través de los flagelos peritricos 0 no moviles.
Metabolismo: Anaerobio facultativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C
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Caracteristicas generales: Oxidasa negativa, catalasa positiva. Reducen
nitratos. Son la mayor causa de infecciones de tracto urinario e infecciones
nosocomiales incluyendo meningitis.
Habitats comunes: Son raramente patégenos oportunistas, usualmente
asociados a infecciones en heridas.

Especies: Escherichia vulneris

Género: Ewingella

Bacilos rectos, 0,6 - 0,7 umx 1 - 1,8 uym.

Movilidad: A través de flagelos peritricos.

Metabolismo: Anaerobio facultativo y el metabolismo fermentativo.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: D-Glucosa y algunos otros carbohidratos son
catabolizados con la produccion de acido. Oxidasa negativa, catalasa
positiva e indol negativo. Reduce nitratos.

Habitats comunes: Aislados de humanos, mas frecuente de esputo, heridas
y sangre. Es un patégeno oportunista.

Especies: Ewingella americana

Género: Klebsiella

Bacilos con 0.3 -1.0 ym de diametro y 0.6 - 6.0 ym de largo. Normalmente
estan en pares o en cadenas pequefas.

5.1 Movilidad: No moviles

Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, tienen ambos
tipos de respiracion y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: Son oxidasa negativa, catalasa positiva, reducen

nitratos. La mayoria de las especies fermentan todo tipo de carbohidratos.
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Habitats comunes: Comunmente se encuentran en heces humanas, suelo,
agua, frutas y vegetales. La mayoria de las especies son parasitos
oportunistas que pueden causar neumonia e infecciones urinarias.

Especies: Klebsiella ornithinolytica, K. pneumoniae

Género: Moellerella

Bacilos rectos.

Movilidad: No méviles

Metabolismo: Facultativos anaerobios, quimiorganotrofos y tienen un
metabolismo respiratorio y fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: D-glucosa y otros carbohidratos son
catabolizados con la produccién de acido, pero no de gas. Oxidasa negativa,
catalasa negativa. Reduce nitratos

Habitats comunes: Encontrados en excremento de humanos y en el agua.
Asociados pero no probados con la diarrea humana.

Especies: Moellerella wisconsensis

Género: Pantoea

Bacilos de 0.5-1.0 ym de diametroy 1 - 3 ym de largo

6.1 Movilidad: Se movilizan con la ayuda de flagelos peritricos.
Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, tienen ambos
tipos de respiracion y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 30°C

Caracteristicas generales: La mayoria de las especies producen un
pigmento amarillo, son oxidasa negativa, catalasa positiva e indol negativo.
Reducen nitratos.

7.1 Habitats comunes: Superficies de plantas, semillas, suelo, agua,
sangre y orina. Son patégenos oportunistas

Especies: Pantoea spp.
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Género: Pasteurella

Bacilos esféricos u ovoides, de 0,3 - 1,0 um de diametro y 1,0 - 2,0 de largo.
Se encuentran en forma individual y menos frecuente en cadenas cortas.
Movilidad: No méviles

Metabolismo: Anaerdbico facultativo. Quimiorganotrofico, tienen un
metabolismo respiratorio y fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: D-Glucosa y otros carbohidratos son
catabolizados con la produccion de acido pero no de gas. Muchas especies
son oxidasa y catalasa positivas. Los nitratos son reducidos a nitritos.
Habitats comunes: Parasitos o comensales de las membranas mucosas del
tracto respiratorio y digestivo de mamiferos (raramente humanos) y pajaros.

Especies: Pasteurella pneumotropica y P. haemolytica

Género: Providencia

Bacilos con un diametro de 0.6 - 0.8 ym y un largo de 1.5 - 2.5 ym.
Movilidad: A través de flagelos peritricos.

Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, tienen ambos
tipos de respiracion y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: La D-Glucosa y otros carbohidratos son
metabolizados con la produccion de acido y algunas especies producen gas.
Son oxidasa negativa, catalasa positiva e indol positivo.

Habitats comunes: Se han encontrado en infecciones urinarias, es un
patdbgeno humano.

Especies: Providencia stuartii
Género: Serratia

Bacilos de 0.7 - 1.5 ym de diametro y 2 - 5 ym de largo

Movilidad: A través de flagelos peritricos.
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Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, tienen ambos
tipos de respiracion y un metabolismo fermentativo.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37 - 40 °C

Caracteristicas generales: D-Glucosa y otros carbohidratos son
metabolizados con la produccion de acido y algunas especies producen gas.
Son oxidasa negativo, catalasa positivo e indol negativo (excepto para S.
fonticola). Reducen nitratos.

Habitats comunes: Algunas son de importancia clinica, se pueden encontrar
en el suelo, agua, superficie de plantas y otros ambientes diferentes, son
comunes en el tracto respiratorio de insectos y roedores.

Especies: Serratia marcescens, S. ficaria, S. liquefaciens, S. marcescens, S.
plymuthica

Bacilos gram negativos anaerobios

Género: Bacteroides

Presenta bacilos y formas variables. Muchas especies son pleomoérficas.
Movilidad: generalmente no moviles.

Metabolismo: Anaerdbico, quimiorganotrofos, metabolizan carbohidratos,
peptona o intermediarios metabdlicos.

Caracteristicas generales: Muchas especies contienen una gran cantidad
de acidos grasos.

Habitats comunes: Aislados de un amplio rango de habitats anaerobios:
tracto intestinal, lodo y de condiciones infecciosas en humanas y animales.

Especies: Bacteroides ovatus, B. stercoris y B. eggerthii
Género: Fusobacterium

Bacilos pleomérficos no esporulados.

Movilidad: No moviles.
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Metabolismo: Quimiorganotrofo, metaboliza peptona o carbohidratos, pero y
un débil metabolismo fermentativo. Mayor producto del metabolismo es
butirato, frecuentemente con acetato y menor cantidad de propinato,
succinato y formato.

Habitats comunes: Se encuentra generalmente en gilgival sulcus y en los
tractos intestinales y genitales, aislados de sangre y lesiones en humanos y
animales y en ulceras tropicales.

Especies: Fusobacterium mortiferum

Género: Porphyromonas

Bacilos cortos de 0,5 - 0,8 x 1,0 - 3,0 ym, no esporulados

Movilidad: No méviles

Metabolismo: Asacarolitica: el crecimiento no es significativamente afectado
por lo carbohidratos pero si por proteinas hidrolizantes como extracto de
peptona o levadura. Los productos de la fermentacién son n-butirico y acidos
acéticos.

Habitats comunes: aislados de infecciones orales e infecciones.

Especies: Porphyromonas assacharolyticus y P. limusum

Género: Prevotella

Bacilos pleomérficos, no esporulados.

Movilidad: No moviles

Metabolismo: Anaerobios obligados. Quimiorganotrofos. Moderadamente
sacaroliticos, los productos de mayor fermentacion son acetato y succinato,

con bajos niveles de isobutirato y lactato.
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Bacilos gram positivos formadores de endosporas

Género: Clostridium

Las células son bacilos, de 0,3 - 2,0 x 1,5 - 20,0 ym y se encuentran
frecuentemente en parejas o cadenas cortas. Comunmente pleomorficos.
Forma esporas esféricas u 6valas.

Movilidad: a través de flagelos peritricos.

Metabolismo: Anaerobio estricto

Temperatura Optima de crecimiento: 10 - 65°C

Caracteristicas generales: Muchas células son quimiorganotrofas o
quimiolitotrofas. Usualmente producen mezclas de acidos organicos y
alcoholes a partir de carbohidratos y peptonas. No lleva a cabo la reduccion
de sulfato. Usualmente catalasa negativa. Si el crecimiento ocurre en el aire,
la esporulacion es inhibida.

Habitats comunes: en una amplia cantidad de ambientes.

Especies: Clostridium bifermentans, C. cadaveris, C. histolyticum, C.

perfringens, C. septicum, C. sporogenes

Bacilos reqgulares gram positivos no esporulados

Género: Lactobacillus

Bacilos usualmente regulares, 0,5 - 1,2 x 1,0 - 10,0 yum y algunos tienen una
forma cocoide y se encuentran en cadenas cortas

Movilidad: Raramente méviles

Metabolismo: Anaerobios facultativos, algunos microaerofilicos. Su
metabolismo es fermentativo y sacaroclastico y menos de la mitad de los
productos finales a partir de carbono es lactato. Los nitratos no son
reducidos. Quimiorganotrofo

Temperatura 6ptima de crecimiento: 30-40 °C
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Caracteristicas generales: Crecen pobremente en el aire pero mejor bajo
condiciones de oxigeno reducido. Catalasa y citocromo negativos

Habitats comunes: Estda ampliamente distribuido en el ambiente,
especialmente en animales y productos vegetales, ellos generalmente
habitan el tracto gastrointestinal de pajaros y mamiferos y en la vagina de
mamiferos. Son raramente patdégenos.

Especies: Lactobacillus acidophilus, L. jensenii

Bacilos irrequlares gram positivos no esporulados

Género: Actinomyces

Bacilos rectos o curvados, 0,2 - 1,0 x 2 - 5 ym y filamentos 10 - 50 ym de
largo con verdaderos ramificaciones. Se encuentran en forma individual o en
pares.

Movilidad: No méviles

Metabolismo: Anaerobios facultativos, requieren de CO, para un buen
crecimiento. Quimiorganotrofos y fermentativo, producen acido pero no gas a
partir de carbohidratos como acido férmico, lactico y succinico pero no
propionico. La produccidn de catalasa y reduccion de nitrato es variable.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 35-37°C

Habitats comunes: Se encuentra principalmente en la cavidad oral y en las
membranas mucosas de vertebrados de sangre caliente, comunmente causa
infecciones asociadas con otras bacterias concomitantes.

Especies: Actinomyces israelli, A. meyeri/odontolyticus, A. naeslundii

Género: Eubacterium

Los bacilos usualmente tienen una forma irregular, varian considerablemente
entre especies (0,2 - 2,0 x0,3 - 10 ym) y raramente forman filamentos.
Usualmente se encuentran en forma individual, parejas o formando cadenas

cortas.
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Movilidad: es variable

Metabolismo: Anaerobios estrictos, muchos requieren técnicas especiales
de anaerobiosis y requerimientos especificos. Quimiorganotrofo, con
metabolismo fermentativo, algunos degradan carbohidratos. Los productos
del metabolismo a partir de glucosa y peptona incluye: acido butirico, acético
y férmico, con H, gaseoso visible.

Caracteristicas generales: Catalasa negativa e indol negativo. El nitrato
puede ser reducido.

Habitats comunes: Encontrado en cavidades de animales y heces,
animales, productos de plantas y suelos. Algunas especies son patdgenos
oportunistas de vertebrados.

Especies: Eubacterium aerofaciens, E.limosum, E. lentum

Género: Propionibacterium

Bacilos pleomorficos, 0,5-0,8x1-5 ym con los fines redondeados y otros
delgados, algunas células pueden ser cocoides. Pero no son filamentosas.
Las células se encuentran individualmente, en pares o cadenas cortas en
cofiguraciones de Vo Y.

Movilidad: No méviles

Metabolismo: Anaerobio facultativo pero tiene una aerotolerancia variable,
algunas crecen un poco en el aire pero mejor anaerdbicamente.
Quimiorganotrofo, con requerimientos complejos. Tienen un metabolismo
fermentativo, produciendo a partir de glucosa y otros carbohidratos un gran
cantidad de acido propionico y acético y una pequefia cantidad de gas.
Temperatura 6ptima de crecimiento: 30-37°C

Caracteristicas generales: Usualmente catalasa positivo.

Habitats comunes: Se encuentran principalmente en quesos y productos
lacteos y en la piel humana.

Especies: Propionibacterium granulosum, P. propionicum, P. avidum.
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Cocos gram positivos

Género: Streptococcus

Células esféricas u ovoides, 0,5 - 2,0 um de diametro se encuentran en pares
o cadenas cuando el crecimiento es en medio liquido. No forman esporas.
Movilidad: No moviles.

Metabolismo: Anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, requieren de un
medio muy rico y algunas de 5% de CO,. Metabolismo fermentativo, que
produce especialmente lactato pero no gas.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37°C

Caracteristicas generales: Catalasa negativa.

Habitats comunes: parasito de vertebrados, especialmente habitantes de la
boca y del tracto respiratorio, algunas especies son patégenas para humanos
y animales.

Especies: Streptococcus constellatus
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