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RESUMEN: La reduccién microbiana de sulfatos es desarrollada por microorganismos reductores de sulfatos y es un
proceso vital en ambientes marinos y estuarinos, pues explica hasta un 50% de la tasa de la degradacién de la materia organica
en condiciones anaerébicas. Dada la importancia de este grupo microbiano, se consideré necesario el desarrollo de la presente
investigacion con el fin de analizar la diversidad y densidad de especies y la posible influencia de algunas variables fisicoquimicas
sobre sus nimeros. Se tomaron muestras de sedimentos en seis estaciones, se midieron in situ la temperatura, el pH y la
salinidad. Se cuantificaron las bacterias sulfato-reductoras en medio Postgate. Las especies identificadas en casi todas las
estaciones fueron: Desulfovibrio vulgaris, D. carbinolicus, Desulforomonas acetoxidans y Desulfobulbus elongatus:
Desulfobacter curvatus y Desulfococcus multivorans se encontraron con menos frecuencia y Desulfovibrio africanus sélo se
hallé en una de las estaciones. La dindmica poblacional de estas bacterias pudo estar influenciada por fenémenos de surgencia,
la textura del sedimento y principalmente por el aporte de materia organica debido a la descarga de aguas residuales. Los
recuentos de bacterias sulfato-reductoras variaron estadisticamente muy significativamente entre estaciones (P<0,01) y
significativamente entre meses (P<0,05). S6lo en una estacién se hallé correlacion positiva significativa (P < 0,05) del pH con
la densidad de bacterias sulfato-reductoras.

Palabras clave: Sulfuro de hidrégeno, reduccién de sulfatos, Desulfovibrio, bacterias anaerébicas, anoxia.

ABSTRACT: Microbial depletion of sulfates by sulfate-reducing bacteria is an important process in marine and estuarine
environments as it accounts for up to 50% of the degradation rate of organic matter in anaerobic conditions. This paper
analyzes the diversity and density of the species involved in this process and the possible influence of some physicochemical
variables on its outcome. Sediment samples were taken in six sampling stations, and pH, temperature, and salinity were
measured in situ. Bacteria were counted using Postgate medium. The species identified in almost all stations were Desulfovibrio
vulgaris, Desulfovibrio carbinolicus, Desulforomonas acetoxidans, and Desulfobulbus elongates. Desulfobacter curvatus,
and Desulfococcus multivorans were found less frequently, and Desulfovibrio africanus was only found in one station. The
population dynamics of these bacteria might be influenced by upwelling, sediment texture and, most importantly, wastewater
effluents. Their numbers varied significantly among stations (P<0.01) and within months (P<0.05), and a significant
positive correlation of the pH with bacterial density was found only in one station (P<0.05).

Key words: Hydrogen sulfide, sulfate reduction, Desulfovibrio, anaerobic bacteria, anoxia.

INTRODUCCION

En afios recientes ha ocurrido y se ha acentuado un
tremendo cambio en las apreciaciones sobre la ecologia y
fisiologia de los microorganismos sulfato-reductores. En
un principio, se pensé que tenian un limitado rango de
sustratos; sin embargo, se han hallado en los méas y
variados habitats, tales como: subsuelo oceénico profundo

(WEeLLsBURY et al. 2002), alfombras cianobacterianas
(Teske et al. 1998), sistemas aerdbicos de tratamiento de
aguas residuales (Okage et al. 1999), suelos (CasTro et al.
2002), tracto gastrointestinal de animales (DepLANCKE et
al. 2000), heces de animales (FiTe et al. 2004), cavidad oral
de humanos (RosicHAux et al. 2003), fiordos (Teske et al.
1996), instalaciones de campos y reservorios petroleros
(TArRDY-JACQUENOD et al. 1998), sistemas acuaticos

17



VALLE GARCIAET AL.

industriales (UuTeLA et al. 2003), agua y sedimentos en
campos de cultivo de arroz (OuATTARA & Jacq 1992),
fumarolas negras y sedimentos de ambientes
hidrotermales (SieverT et al. 1999) y tejido sano de plantas
(Hines et al. 1999). Se han caracterizado especies con
capacidad de degradar hidrocarburos (HArwms et al. 1999)
e incluso explosivos (Esteve-NUREez et al. 2001).

Las bacterias sulfato-reductoras (BSR) cumplen
importantes papeles en los ciclos biogeoquimicos del
azufre, del carbono y de otros elementos como por ejemplo
el del mercurio. En ambientes anaerébicos marinos y
estuarinos, se ha demostrado que oxidan hasta un 50% de
la materia organica (Jgrcensen 1974). Las bacterias sulfato-
reductoras son las principales responsables de la
metilacion del mercurio en sedimentos marinos y
estuarinos, cumpliendo por lo tanto un papel relevante en
el desarrollo de estrategias de saneamiento de ambientes
contaminados (King et al. 2000).

La formacion de sulfuro de hidrégeno (H,S) en el
metabolismo de los microorganismos reductores de sulfato,
se traduce en una serie de problemas en diversas industrias
y actividades. En primer lugar, el ennegrecimiento de las
aguas y los sedimentos disminuye el valor escénico de los
ambientes y por lo tanto su explotacién con fines
comerciales como el turistico. En instalaciones de
reservorios petroleros y de gas, el sulfuro de hidrégeno
ocasiona corrosion de los equipos, obstruccién de
valvulas y tuberias, disminuyendo el valor de los
productos (Eckrorp & Feporak 2002). Las bacterias
sulfato-reductoras son las principales implicadas, pero no
las Gnicas, en la corrosion de metales y aleaciones (BRyanT
etal. 1991; Rao et al. 2005). Especies de Desulfovibrio y
otros microorganismos reductores de sulfato son
conocidos como contaminantes de sistemas de
combustible de aviacion (RaucH et al. 2006).

El golfo de Cariaco (Venezuela), fue estudiado por
Fernandez (1978), quien evalu6 las comunidades
bacterianas, sefialando que a partir de los 40 metros de
profundidad, fue mayor la tasa de reduccion de sulfatos;
Okupa (1985), evalu6 estequiométricamente la
descomposicion de la materia organica refiriendo que el
agotamiento del nitrito, nitrato y oxigeno, conllevo a un
aumento en las concentraciones de azufre, amonio y fosfato
a consecuencia de la actividad de reduccion de sulfatos;
IABICHELLA (1993), realizé una evaluaciéon de comunidades
bacterianas e indic6 una asociacién de la presencia de
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bacterias sulfato-reductoras con la contaminacién por
materia organica en ambientes marinos.

El presente trabajo tiene como finalidad determinar la
diversidad y densidad de BSR de sedimentos marinos y
su relacién con algunas variables fisico-quimicas.

MATERIALESY METODOS

El sector marino costero donde se realizé el presente
estudio, conocido como sector El Pefion-Caigliire, esta
localizado al este de la ciudad de Cumana, costa sur del
golfo de Cariaco, estado Sucre, Venezuela. Recibe un
aporte fluvial estacional del aliviadero del rio Manzanares,
y descargas de aguas residuales de origen doméstico y
de industrias enlatadoras de productos marinos durante
todo el afio.

La zona de estudio se dividi6 en seis estaciones
enmarcadas en las coordenadas: 10° 27’ 50” Lat. N y 64°
05’ 21" Long. W (Estacion 1) y 10°28’ 27” Lat. N y 64°08’
39” Long. W (Estacion 6).

Los muestreos se realizaron mensualmente, de 8:00 a
8:30 a. m., en el periodo comprendido entre noviembre
1999 - junio 2000. Insitu se midieron el pH, la temperatura
y lasalinidad. Las muestras de sedimento se tomaron con
un nucleador de PVC, de 5 cm de didmetro y 20 cm de
longitud, éstas se colocaron en bolsas plésticas estériles,
y se transportaron refrigeradas en hielo hasta el
Laboratorio de Microbiologia, Escuela de Ciencias,
Universidad de Oriente, donde se realizaron
inmediatamente los analisis respectivos.

Se us6 el método de diluciones seriadas en agar
(APHA 1998). Paraello, de las muestras de sedimento,
se tomaron porciones de 20 g, las cuales se colocaron
en matraces Erlenmeyer con 180 ml de solucion salina
al 1% de NaCl estéril, recién hervida y luego enfriada
a temperatura ambiente, se sometid la suspension de
sedimento a agitacion en un agitador magnético por
un tiempo de 20 minutos. A partir de esta suspension
se prepararon diluciones decimales seriadas hasta
10¢. De las diluciones se sembré por inclusion, en
placas de agar Postgate modificado (PFENNING &
TrUPER 1981). La modificacion del medio consisti6 en
la eliminacion del tioglicolato de sodio. Como donador
de electrones se usé acetato de sodio a 0,5 mM
(PreENNING & TRUPER 1981). En la preparacion del medio
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se us0 agua destilada y agua de mar filtrada y envejecida
75%. Las placas se incubaron en anaerobiosis, usando
jarras y sobres anaerdbicos (BBL, Becton Dickinson and
Co.) con atmosfera de H,/CO, a 30 °C por 30 dias.

Se aislaron con aguja bacterioldgica las colonias de
color negro en el agar Postgate y se transfirieron a medio
liquido (sin agar-agar). Al observarse el ennegrecimiento
del medio, se prepararon diluciones decimales seriadas
de 10! a 10® de cada colonia negra aislada y se
sembraron diluciones en agar Postgate para reaislarlas.
Se prepararon frotis para observar la morfologia y
reaccion de Gram, segun lo descrito en APHA (1998).
Las cepas aisladas se mantuvieron en tubos de cultivo
con el medio completo respectivo, adicionando parafina
liquida estéril para asegurar la anaerobiosis. Las cepas
se almacenaron en refrigeraciéon y a temperatura
ambiente.

Se empleo el medio basal de Postgate (PFENNING &
TrRUPER 1981; Loka et al. 1991), preparado segun el
método de enumeracién de las BSR. Al medio basal se le
adicion6 uno de los siguientes sustratos: lactato de
sodio (0,75% v/v), acetato de sodio (0,2% p/v),
propionato de sodio (0,07% p/v), benzoato de sodio
(0,05% p/v), malato de sodio (etanol (1% v/v). Al medio
que se le afiadi6 acetato o benzoato se le agregd 1 ml de
solucion estéril de ditionito de sodio al 0,1%; todos los
reactivos fueron de grado analitico (Sigma).

Las cepas se reactivaron en el mismo medio completo.
La morfologia y reaccion de Gram, se hicieron segln la
metodologia descrita por la APHA (1998). La forma de la
célulay la presenciay tipo de flagelo, se determiné con
imégenes provenientes de un microscopio electrénico
de barrido (Hitachi HI600). Se usaron en la identificacién
las siguientes pruebas bioquimicas diferenciales:
utilizacién de fuentes de carbono (acetato, lactato,
benzoato, propionato, malato y etanol); utilizacién de
donadores de electrones (lactato, etanol, acetato y
piruvato), produccion del pigmento desulfoviridinay el
crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (0, 1, 2,4y 5% p/v).

Se aplicaron las tablas de clasificacion de PosTGATE
& CamPBELL (1966), PFENNING & TRUPER (1981),
NANNINGA & GoTTscHAL (1987), Loka et al. (1991) y las
del Bergey’s (HoLT et al. 1994).

Las variaciones mensuales y entre estaciones de los
ntmeros de bacterias sulfato-reductoras se determinaron
mediante un andlisis de varianza multiple (SokAL & RoHLF
1995). Se realiz6 un analisis de correlacion sencilla para
verificar la existencia de correlacion entre los recuentos
de los grupos bacterianos y algunas de las variables fisico-
quimicas (pH, salinidad y temperatura).

RESULTADOS

Se aislaron 240 cepas de bacterias sulfato-reductoras
de sedimentos marinos costeros, éstas fueron identificadas
como: Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio
carbinolicus, Desulfovibrio africanus, Desulfovibrio
piger, Desulfobulbus elongatus, Desulfococcus
multivorans y Desulfobacter curvatus. En la Tabla 1, se
muestran los resultados de las pruebas bioquimicas y de
la morfologia celular usada para la identificacion de las
cepas bacterianas aisladas.

Las especies de bacterias sulfato-reductoras aisladas
con mayor frecuencia fueron Desulfovibrio vulgaris,
Desulfovibrio carbinolicus, y Desulfobulbus elongatus.
Las menos frecuentes fueron Desulfobacter curvatus,
Desulfococcus multivorans y Desulfovibrio africanus (ver
Tabla 2).

El menor valor de los recuentos de BSR fue de 3
(NMP=1000/100 ml) en la Estacion 1, mes de noviembre.
El valor més alto fue de 5,26 (NMP=181970/100 ml) en la
Estacién 1, mes de mayo. Los rangos de oscilacion de los
recuentos fueron de 3,0 a 5,26 para las estaciones 1,3y 7;
de 4,15en la Estacion 2; de 3,6 a 4,6 en la Estacion 3; de 3,6
a4,18en laEstacion 4; de 3,9a4,23 en la Estacion 5y entre
3,9a4,28en la Estacion 6.

Los recuentos de BSR comparados mediante andlisis
de varianza multiple, demostraron diferencias muy
significativas entre estaciones (Fs= 3,71 y P<0,01), y
diferencias significativas entre meses (Fs= 2,77y P<0,05).

La prueba de Duncan evidenci6 que las estaciones
formaron dos grupos, teniendo a las estaciones 5y 6 con
los valores mas altos, y las estaciones restantes formando
el otro grupo con recuentos mas bajos. Mediante la misma
prueba, se comprob6 que los meses formaban también
dos grupos. Febrero, mayo y abril presentaron valores
mas elevados, mientras que noviembre, diciembre, enero
y marzo mostraron valores mas bajos en los recuentos.
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TABLA 1. Morfologia celular y pruebas bioquimicas para diferenciacién de las bacterias sulfato-reductoras aisladas en el presente

estudio.
ESPECIES DE BACTERIAS SULFATO-REDUCTORAS AISLAS
Morfologia y Pruebas  Desulfobacter — Desulfobulbus — Desulfococcus  Desulfovibrio  Desulfovibrio  Desulfovibrio  Desulfovibrio
Bioquimicas curvatus elongatus multivorans piger africanus carbinolicus vulgaris

*Célula espiral o ) ) i . . R N

vibrioide

*Células esféricas - - + - - - -

- -

Prese;‘;ﬁeé"po de + Polar + Polar + Polar - + Polar - + Polar
Desulfoviridina - - + + + + +
Uso de lactato - + + + + - +

Uso de propionato + + + - - - -
Uso de etanol + + + + + + +
Uso de acetato + - - - - - -
Uso del malato NA NA NA NA + NA -

* Determinada y observada mediante microscopia electrnica de barrido.
NA: Prueba no aplicada a la cepa.

Los valores de pH para las 6 estaciones durante el
periodo de muestreo oscilaron entre 6,8 a 7,7. Los valores
mas bajos correspondieron a los meses de mayo y junio
en las estaciones 1, 3y 6, con un rango de 6,8 2 6,9. En
noviembre de 1999 y junio de 2000 se registraron los
valores mas altos de pH con una fluctuacién de 7,4 a
7,7.

Los valores de salinidad oscilaron entre 27,0 y 39,0
unidades. Los valores mas bajos fueron los
correspondientes al mes de noviembre en las estaciones
1,3y 4; el rango de variacion estuvo entre 27,0y 29,5 g/
I. EI méximo valor de salinidad (39,01) se detecto en la
Estacion 1 en los meses de marzo, abril y mayo.

El valor minimo de la temperatura fue de 22,0 °C
(Estacion 1, mes febrero) y laméaxima de 33,0 °C (Estacion
5, mes de noviembre). De noviembre a diciembre, la
temperatura fluctué entre 27 a 33 °C. Entre enero y
febrero, la temperatura oscil6 entre los 22,2 y los 26 °C
para todas las 6 estaciones. En el mes de junio, varid
entre 26,2 a 28,5 °C para todas las estaciones.
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En la Estacién 6 se aprecio correlacion positiva
significativa (P < 0,05) del pH con la densidad de bacterias
sulfato-reductoras. En los demés casos no se observo la
existencia de correlacion entre la densidad de BSR y
ninguna de las variables ambientales (temperatura,
salinidad y pH) estudiadas.

DISCUSION

La presencia, estudiada mediante métodos
moleculares, de los géneros Desulfobacter,
Desulfobacterium, Desulfobulbus y Desulfovibrio en
sedimentos marinos de las costas de Japon fue sefialada
por Purpy et al. (2002). Este ultimo resultado concuerda,
en alto grado, con los hallados en el presente estudio en
relacion con la diversidad obtenida mediante métodos
basados en el cultivo. De forma similar, MusmanN et al.
(2005), mediante fluorescencia de hibridizacion in situ,
secuenciacion del ARNr 16S y técnicas de cultivo,
demostraron la ocurrencia de los géneros
Desulfobacterium, Desulfocapsa, Desulfofrigus y
Desulfovibrio en sedimentos del Mar de Wadden.
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TABLA 2. Distribucion de las bacterias sulfato-reductoras aisladas por estacion.

EST &CI ON

ESFECIE 1 2 3 4 5 &
Desulforomonas acefoxidans + + + + - +
Depsulfobacker curvafus + + - - - -
Desulfovibrio valgaris + + + + + -
Besulfowibrio carbinolicus + - + + + +
Desulfobulbus elongafus + + - + - +
Besulfoc occus muliivorans - - + - - +

Desulfvibrio qfvicanus - -

En la Estacion 4, las variaciones en los recuentos
de BSR pudieron estar influenciadas por el aporte de
materia organica debido a la descarga del aliviadero
del rio Manzanares y por descargas de aguas
residuales no tratadas. La materia organica es
degradada por los microorganismos, consumiendo el
oxigeno disuelto y favoreciendo las condiciones
anoxicas, lo que propicia la multiplicacion de bacterias
anaerobias, incluyendo sulfato-reductoras. Estas
altimas oxidan &cidos organicos y simultdneamente
reducen sulfatos a sulfuro de hidrégeno (Gieson 1990).
Las descargas de aguas residuales domésticas e
industriales, provenientes de las comunidades
cercanas Yy las industrias, sobre todo las enlatadoras
de productos marinos, inciden de una forma similar.
Un tercer posible factor para explicar los resultados
obtenidos es la textura del sedimento. En las estaciones
cuyo sedimento era fangoso se obtuvieron los
recuentos mas elevados de bacterias sulfato-
reductoras, pues en este caso hay una mayor retencion
de materia organica y menor concentracion de oxigeno
e incluso de anoxia en el sedimento (JoRGENSEN 1974).

FERNANDEZ (1978) sefialé que los nimeros (NMP)
de BSR en aguas del golfo de Cariaco variaron entre 5
x 10%y 3,6 x 104/100 ml. Recuentos de cero a 3,6 x 10°

UFC/g, en sedimento seco, fueron sefialados por Hines
& Buck (1982) en sedimentos marino-costeros de
EEUU. HasTings & EMERsoN (1998) sefialaron la
ocurrencia de la reduccion de sulfatos a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto en la columna
de agua de la fosa de Cariaco. laBicHELLA (1993), en
un estudio de la zona costera del estado Sucre, indicd
que los nameros de BSR oscilaron entre 10y 1,1 x
10%/100 ml, atribuyendo esta diferencia a la
resuspension del sedimento. Teske et al. (1996),
indicaron que en sedimentos de un fiordo los NMP de
bacterias sulfato-reductoras variaron entre 10% a 104/
ml, atribuyendo este resultado a la formacion de
agregados celulares por las BSR, mediante métodos
moleculares determinaron la presencia de los géneros
Desulfovibrio, Desulfobulbus y Desulfobacter. KuseL
et al. (1999), indicaron que los NMP de BSR en
sedimentos marinos, colonizados por la hierba
Halodule wrigtii, oscilaron entre 8,6 x 10°y 1,9 x 107/
100 ml para las utilizadoras de lactato, y 4,9 x 10°a 1,1
x 108/100 ml para las utilizadoras de acetato, destacaron
ademas que los sedimentos colonizados por la planta
mostraron valores superiores en un orden de magnitud
mayor que los no colonizados.

Los valores menores del pH en las estaciones 1, 3y 6,
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durante los meses de mayo y junio, probablemente estén
relacionados con una elevacion en el contenido de materia
organica debido al aporte de descargas de aguas residuales
y de escorrentias, tal y como lo refiere FERNANDEZ (1978);
pero fue s6lo en la Estacion 6, donde se determindé la
existencia de correlacidn positiva entre la densidad de BSR
y el pH.

Las lluvias ocurridas durante el mes de noviembre,
pueden explicar el valor observado de salinidad en las
estaciones 1, 3y 4, sobre todo en esta Ultima, la cual esta
ubicada en las cercanias del canal de alivio del rio
Manzanares. Estos resultados concuerdan con los
sefialados por Okupa (1975).

El descenso de la temperatura durante enero y
febrero puede estar relacionada con la surgencia que
se presenta en esta época del afio en el golfo de
Cariaco, mientras que el valor registrado en noviembre
pudo deberse a una disminucion de la intensidad de
los vientos alisios, ocasionando una reduccién de la
mezcla vertical de las aguas (Ficueroa 1991; 2000). No
hubo correlacion entre la temperatura y la densidad de
bacterias sulfato-reductoras, concordando estos
resultados con los obtenidos por laBsicHELLA (1993).

En relacion con la salinidad, los valores méximos
(39,0) ocurrieron en las estaciones 1, 3y 4, en las cuales
se presentaron también las maximas densidades de
bacterias sulfato-reductoras. El aumento de salinidad
pudo deberse a una mayor tasa de evaporacion
ocasionada por la irradiacion solar y la ausencia de
lluvias en estos meses (marzo y abril). Al respecto,
OLuivier et al. (1994), sefialaron la capacidad de varias
especies y cepas de bacterias sulfato-reductoras, de
crecer en ambientes salinos e hipersalinos.

Es importante sefialar que el proceso de eutroficacion
conduce a condiciones de anoxia y por ello a una alta
actividad de bacterias sulfato-reductoras. Esto puede
traducirse en problemas por la emisién de malos olores.

La presencia de altos nimeros de bacterias sulfato-
reductoras en sedimentos superficiales, evidenciado por
el ennegrecimiento de aguas y sedimentos, es una prueba
de que las aguas de la zona en estudio estan siendo
impactadas por la descarga de materia organica, y por lo
tanto sometidas a un proceso de eutrofizacion.
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CONCLUSIONES

Se evidenciaron valores elevados en la densidad
poblacional de bacterias sulfato-reductoras de los
sedimentos marinos costeros estudiados.

Desulfovibrio vulgaris, D. carbinolicus,
Desulforomonas acetoxidans y Desulfobulbus elongatus
fueron las especies de BSR halladas con mayor frecuencia,
y en menor proporcion lo fueron Desulfobacter curvatus
y Desulfococcus multivorans y Desulfovibrio africanus.

Los recuentos de bacterias sulfato-reductoras fueron
mas altos en los sedimentos fangosos.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas
en los nimeros de BSR entre las estaciones y los meses
de muestreo.

No se encontrd correlacion positiva entre los nimeros
de BSR vy los factores fisico-quimicos determinados,
excepto con el pH y solo en una de las estaciones.
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