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RESUMEN

De suelos inundados de Puerto Caballo, Estado Zulia, se aislo una bacteria
reductora de suifato que fué provisionalmente identificada como del género
Desulfotomaculum. Se ensayaron diferentes medios y condiciones de anaero-
biosis, describiéndose un medio liquido, optimo para el aislamiento de bac-
terias reductoras de sulfato.

ABSTRACT

‘A sulfate-reducing bacterium was isolated from flooded soils of Puerto
Caballo, Estado Zulia. It was tentatively identified as belonging to the genus
Desuifotomacuium. Several media and anaerobic conditions were tested.
- A liquid medium, optimum for isolating sulfate reducing bacteria is des- .
cribed.

INTRODUCCION

El azufre presente en los suelos, sea en forma organica o inorganica, tiens
gran importancia ya que entra a formar parte de la composicion quimica
de las células vegetales. Las transformaciones que sufre este elemento en el
suelo obedecen fundamentalmente a la accidbn de microorganismos. As?
como existen bacterias que logran la transformacion del azufre elemental a
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formas oxidadas, principaimente sulfatos, igualmente existen en los suelos
bacterias que son capaces de transformar los sulfatos a formas no utilizables
por las plantas, tales como los sulfuros. Entre las bacterias capaces de realizar
este proceso de reduccion se encuentran las de los géneros Desulfovibrio y
Desulfotomaculum. Estas bacterias, las cuales son uno de los principales
responsables por la reduccion de sulfato, requieren para su crecimiento
unas condiciones anaerdbicas bastantes exigentes (7). La iniciacién del pro-
ceso de reduccién tiene lugar a uh bajo potencial de oxidacion-reducecion
(alrededor de —200 milivoitios). Esta situacion de bajo potencial redox se
presenta en suelos cultivados bajo condiciones de inundacion. Takai y
Kamura, citados en la referencia anterior, reportan que la reduccion de
sulfato a sulfuro en suelos inundados tiene lugar a potenciales redox que
varian desde 0 a —190 milivoltios. Es decir, que en suelos cultivados bajo
condiciones de inundacion, tal como se hace en el cuitivo del arroz, las
condiciones son Optimas para el crecimiento de bacterias reductoras de
sulfato, con la consiguiente disminucion de esta forma de azufre asimilable
en el suelo.

Probablemente existen en Venezuela zonas que presentan deficiencias
en azufre asimilable por las plantas, principalmente suifatos, debido en parte,
a gue estas bacterias han transformado el sulfato en suifuro.

El presente trabajo fué realizado con el objeto de comprobar en los suelos
bajo condiciones de anaerobiosis (inundacion) la presencia de bacterias re-
ductoras de sulfatos y realizar la identificacion de las mismas.

MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras

Se tomaron muestras de suejos inundados de Puerto Cabalio, Estado Zulia.
También se tomaron muestras de agua para la determinacion de cloruros,
va que determinadas bacterias reductoras de suifatos requieren cloruro so6-
dico para su desarrollo. La concentracion de NaCl en el agua fue de 6.55 gr/fi
(6.550 p.p.m.). ‘

Medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios de cuitivo:

Medio N (2) (g/1): Mg Cl,.6H,0, 0.06; Na. citrato. 2H, 0, 0,30; CaCi,
2H,0, 0,06; KHyp0O4, 0,5; NaCi, 1,00; SO, (NHy4),, 7,00; Extracto de
levadura, 1,00; Na. Lactato, 4,00; Fe (NH4), (50,),. 6H,0, 0,01.

Medio C (2) (g/1): Na,SO,. 10H,0, 5,90; dcido ldctico, 4,10; NH,Cl,
1,00; K,HPO,.3H,0, 0,83; Fe citrato. 5H,0, 1,90; MgCl, .6H,0, 1,65;
CaCl,, 0,045.

Estos medios de cuitivo fueron a su vez modificados con el objeto de lo-
grar un medio adecuado para el desarrollo de las bacterias estudiadas. A con-
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tinuacioén se incluyen las modificaciones efectuadas y el procedimiento de
preparacion.

Modificaciones: a) El medio N se modifico afadiendo Na; S a una concentra-
cién final de 1 milimoiar (Medio N modificado); b) El medio C se modifico
del modo siguiente (medio C modificado) (1) (g/1). NazSO,4. 10H, O, 5,90;
Na lactato, 4,00; NH4Ci, 1,00; KoHPO,. 3H,; 0, 0,83; Na citrato 2H» O,
0,30; MgCi,6H20, 1,65; CaClz, 0,045; Fe (NH4)2 (804)2 6H20, 0,01;
¢) Tanto al medio C como al medio C modificado se les agregd cloruro so-
dico a una concentracion final de 1 gr/i, y en algunos experimentos se uso
2.5 gr/t (para referencia véase ta Tabia 1). d) El medio N a su vez fue modifi-
cado al sustituir el Na, S por ascorbato sédico (concentracion final: 0,5 mM)
o tioglicolato sddico (concentracién final: 1 mM); e) En todos los medios
liguidos se utilizd sulfito de sodio (1 mM) en lugar de suifuro de sodio. Ei
suifuro, ascorbato y el tioglicolato se emplearon para conseguir condiciones
reductoras en ei medio (2). El cloruro sédico se anadio ya que existen bac-
terias reductbras de sulfatos que requieren cloruros para crecer (2). Ei sul-
fito de sodio se usé para inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes
(2). La ifevadura se afadidé como fuente de vitaminas, ei lactato como fuente
de carbono y el sulfato como fuente de azufre (que seria reducido). Todos
fos medios utilizados se ajustaron a pH 7,5 y se trabajo a 26°C de tempe-
ratura.

Preparacion de las diluciones de muestras

Se prepararon diluciones desde 1:10 hasta 1:107 en agua estéril ya que se
considerd que la poblacién microbiana era tan grande que a estas diluciones,
ademas de propiciar un buen crecimiento, nos permitiria un contaje de la
poblacion. :

Inoculacion

a) Medio solido: Teniendo el medio esterilizado se coloco 1 m! de cada dilu-
cion en cada placa y a continuacién se anadi6é el medio liquido esterilizado
a una temperatura de 45°C aproximadamente. Se inocularon tres placas por
muestra y un total de 27 placas por medio de cultivo.

b} Medio liquido: Sin esterilizar el medio, se coloco éste en tubos de ensayo
y se procedid a inocular con 1 ml de cad dilucion.

Anaerobiosis

Para conseguir la anaerobiosis se emplearon ios siguientes métodos: a) Se
conectd un desecador a una bomba de vacio, para producir la extraccion
del aire contenido en el desecador; b) Usando el método anterior, pero luego
de producido el vacio, se llend el desecador con gas nitrogeno comercial;
¢) En un desecador se colocd un envase conteniendo carbonato de sodio,
anadiéndose por medio de un tubo fino, gota a gota, acido sulftrico con-
centrado,de manera que el anhidrido carbénico desprendido en la reaccidon
reemplazara al aire en el desecador; d) En un desecador se colocd una pe-
quena cantidad de foésforo que al arder produjera ia eliminacion del oxigeno
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contenido en el desecador; ) En un desecador se cofoco un envase conte-
niendo pirogalo! y otro conteniendo hidroxido de sodio y carbonato pota-
sico. Se mezclaron de manera que el pirogalol reaccionara rapidamente con
la mezcla y consumiera todo el oxigeno presente en el desecador. Se utilizo
una relacion pirogalol (15% peso/vol) - hidroxido sodico (10% peso/vol)
de 1:10; f) Se utilizo el método de Butlin (2) con tubos de ensayo lienos
hasta 3 cm del borde con medio liquido sin esterilizar y tapados con algodén
impregnado de pirogalol alcalino.

Indicador de anaerobiosis

Para comprobar si las condiciones de cultivo eran completamente anaero-
bicas se uso el indicador recomendado por la Sociedad Americana de Bacte-
ridlogos (6), pero usando el doble de la concentracion de hidroxido de sodio
recomendada en el método.

Métodos de trabajo

Los medios utilizados y las condiciones de trabajo estan indicados en la
Tabla 1.

RESULTADOS

Se obtuvieron los siguientes resultados (con referencia a la Tabla 1).
A. Operando con el método 1 se comprobdé lo siguiente: a) se desarrollaron
innumerables colonias de bacterias aerobicas; b) no se desarrollaron bacte-
rias anaerdbicas; c) después de perfeccionar el método de anaerobiosis utili-
zado; no se desarrollaron bacterias de ningGn tipo. B. Operando con ios
métodos 3 y 4 no aparecié crecimiento bacteriano. C. Operando con el
método 5 se comprobo lo siguiente: a) no crecieron bacterias anaerdbicas,
b) crecieron algunas bacterias aerdbicas. D. Operando con el método 6 se
comprobd 10 siguiente: a) no crecieron bacterias anaerdbicas; b) crecieron
bacterias aerobicas (pero después de 2 semanas), las cuales se aislaron para
un estudio posterior. E. Operando con los métodos donde la consistencia
del medio era liquida, se obtuvo lo siguiente: a) buen crecimiento de bac-
terias anaerdbicas; b) no se desarrollaron bacterias aerébicas. F. Los mejores
crecimientos se observaron empleando el método 16. G. Las caracteristicas
de las bacterias anaerGbicas aisladas fueron:

a) Bacitos de 2 a 5 micras de largo, curvos y finos.
b) Gran negativos.

¢) Forman esporas.

d) Crecen en el fondo de ios tubos.

€) Producen un precipitado de color negro intenso.

f) Desprenden gas SHz como consecuencia de la reduccion de suifatos.
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DISCUSION

Resultado A. Al intentar el aisiamiento de bacterias reductoras de suifato,
utilizando el método de anaerobiosis a), se tropezo con la dificultad de evitar
la entrada de aire al-desecador donde estaban colocadas las placas inoculadas,
por 1o que se observe la aparicion de bacterias aerobicas. Cuando se logro
evitar ia entrada de aire al desecador, se observd que no crecieron bacterias
de ningan tipo, debido probablemente a la faita de anhidrido carbodnico en
el desecador o a que ia anaerobiosis no fué total.

Resultado B. Los métodos de trabajo 3 y 4 no resuitaron efectivos debido
a la imposibilidad de lograr anaerobiosis con el equipo disponible. Es dificil
bajo ias condiciones de trabajo usadas estimar que cantidad de oxigeno
consume una determinada cantidad de pirogalol alcalino, por lo cual con
este método no se puede asegurar si las condiciones son anaerdbicas.

Resultado C. Se observaron bacterias aerébicas debido a que el método 3
de anaerobiosis no fué efectivo. No crecieron bacterias anaerdbicas.

Resultado D. Se concluy6 que el desarrolio de bacterias aerébicas era debido
a que ia anaerobiosis no era total. Estas bacterias aerobicas se aislaron para
un estudio posterior. No se desarroliaron bacterias anaerdbicas.

Entre las posibles causas de la ausencia de crecimiento de bacterias anaero-
bicas, utilizando los medios de trabajo donde ia consistencia del medio fué
sOlida se pueden mencionar. a) La dificuitad de lograr condiciones de anae-
robiosis efectivas; b) El medio s6lido no es el mas apropiado para obtener un
cultivo puro dadas las complicadas condiciones de aislamiento; ¢) Aln cuan-
do se logre la anaerobiosis, las bacterias requieren anhidrido carbénico.

Resultado E. El éxito obtenido utilizando los métodos de trabajo donde la
consistencia del medio fué liquida, puede obedecer a algunas de las siguientes
causas: a) Empleo de un medio liquido donde se dan condiciones de desa-
rrollo similares a las del sitio de donde fueron tomadas las muestras; b) Me-
diante estos métodos se logra una anaerobiosis total, lo que impide el desa-
rrollo de bacterias aerobicas.

Resultado F. El método 16 resulto ser el mas adecuado para el desarrollo
de estas bacterias.

CONCLUSIONES

1) Para lograr un buen crecimiento de bacterias sulfato-reductoras se reco-
mienda utilizar el método de trabajo No: 16 (Ver Tabla 1).

2) Las bacterias sulfato-reductoras aisladas de suelos inundados de Puerto
Caballo pertenecen probablemente al género Desulfotomaculum. No se
realizo la identificacion de la especie.

3) Con escasez de medios no se recomienda intentar el aislamiento de bac-
terias de este tipo utilizando medios solidos.
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4) El crecimiento de estas bacterias es Optimo cuando la concentracién de
cloruro de sodio es similar a la del medio de donde se toman las muestras,
pero este compuesto no es necesario para el crecimiento de las bacterias.
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