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Identificacion de bacterias marinas cultivables de la ciudad
costera Comodoro Rivadavia, Argentina

Identification of cultivable marine bacteria from the coastal city
of Comodoro Rivadavia, Argentina

Graciela N. Puccit, Adrian J. Acufial, Maria L. Llanes!,
Maria C. Tiedemann!y Oscar H. Pucci'

!Centro de Estudios e Investigacion en Microbiologia Aplicada. Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.
Ruta Pcial N° 1 km 4, Ciudad Universitaria. Comodoro Rivadavia (CP 9000), Chubut, Argentina
granapu@unpata.edu.ar

Abstract.- This study identifies marine bacteria obtained
from three sites along Comodoro Rivadavia coast, south of
Argentina. Seawater and intertidal sediment samples were
collected. Two of the sites were located close to the city sewage
system (CR1, CR2) and the third one (CR3) was near from an
oil buoy. Bacterial counts were performed on four culture
media: BBR, BRN, mineral medium with crude oil and gas oil
and ENDO for coliforms. The identification of bacteria was
performed by using fatty acid methyl esters. The counts resulted
positive to total coliforms and faecal coliforms in sites CR1
and CR2 and resulted negative in site CR3 except in autumn.
We isolated 469 strains, to which a fatty acid extraction and
identification were performed. The system identified 37 genera
and 54 species in only 236 strains. The other strains were
unidentified because they were not found in Sherlock data base.
Pseudoalteromonas was the genus frequently found isolated
and the enterobacteria group was conformed by Citrobacter,
Enterobacter and Escherichia. The principal components
analysis related the winter season to Gram positive strain, and
autumn season was asociated to the biggest biodiversity of
genera.

Key words: Cultivable heterotrophic bacteria, fatty acids

Resumen .- Este estudio identifica bacterias marinas
obtenidas de tres sitios costeros de la ciudad de Comodoro
Rivadavia, sur de Argentina. Se tomaron muestras de agua de
mar y sedimento del intermareal. Dos de los sitios se ubicaron
cerca de desagties cloacales (CR1, CR2) y el tercero (CR3) fue
cerca de una boya de carga de hidrocarburos. Se realizaron
recuentos bacterianos en cuatro medios de cultivo: BBR, BRN,
medio mineral con petréleo gas oil y ENDO para coliformes.
Las bacterias fueron identificadas utilizando 4cidos grasos metil
esteres. Los recuentos de coliformes totales y fecales fueron
positivos en los sitios CR1 y CR2 y negativos para CR3 con
excepcion de la estacion de otofio. Se aislaron 469 cepas a las
que se les realizo la extraccion de acidos grasos e identificacion.
El sistema identificé 37 géneros y 54 especies en solo 236 cepas.
Las restantes cepas no fueron identificadas debido a que no se
encontraron en la base de datos Sherlock. Pseudoalteromonas
fue el género que mas frecuentemente se encontro aislado y el
grupo de las enterobacterias estuvo integrado por Citrobacter,
Enterobacter y Escherichia. El analisis de componentes
principales asoci6 el invierno a las cepas Gram positivas y el
otofio se asocid con la mayor biodiversidad de géneros.

Palabras clave: Bacterias heterotrofas cultivables, acidos grasos

Introduccion

En ecosistemas marinos, las bacterias constituyen un
componente esencial en la cadena trofica, las cuales a
través de su interaccion con otros seres, modifican los
ambientes, y llegan a ser capaces de crecer en ambientes
contaminados. En sedimentos marinos, las bacterias
juegan un rol ecoldgico dentro del ecosistema, ya que
pueden degradar compuestos contaminantes de origen
organico (Kieft etal. 1997, Alexander 1999, Boschker et
al. 2001). La capacidad de las comunidades bacterianas
para biodegradar compuestos en forma natural esta
limitada por factores ambientales como el oxigeno
molecular y los nutrientes (fosfato, amonio, nitrato, nitrito
y compuestos organicos del nitrégeno). Sin embargo,

diversos autores han encontrado la degradacion de
petroleo en condiciones que no son aptas para el
desarrollo bacteriano (Panicker et al. 2002, Margesin et
al. 2003, Michaud et al. 2004).

La ciudad costera de Comodoro Rivadavia esta
ubicada en el centro del golfo San Jorge (45°47°S,
67°30°W), Argentina. Las playas de esta ciudad son de
arenas finas y de canto rodado. Su principal actividad
economica es la industria extractiva de petrodleo que se
desarrolla desde hace 100 anos. Ademas, no existen
refinerias, por lo que el petréleo es transportado por via
maritima. No se han producido, hasta el momento,
naufragios o ruptura de tanques, pero la presencia de
boyas de carga y descarga de hidrocarburos pueden
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generar micro derrames. Sumado a esto, la ciudad
descarga emisarios cloacales con escaso o nulo
tratamiento en las aguas de la playa.

Los microorganismos coliformes totales y fecales son
amplios indicadores de contaminaciéon de origen fecal
(Salas 2000), mientras que la composicion bacteriana de
una zona contaminada permite determinar que grupos
pueden tolerar y crecer en presencia de contaminantes.
Por lo tanto, el conocimiento de como esta constituida la
comunidad bacteriana del agua de mar y del sedimento
en la region costera de Comodoro Rivadavia permitiria
conocer el estado de contaminacion antropica de la zona
y estimar que microorganismos son capaces de actuar ante
la posibilidad de derrames de hidrocarburos de baja
envergadura, como aquellos ocasionados por los trabajos
de rutina en el transporte y descarga de esta materia.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar (i) la
estructura de la poblacion bacteriana cultivable de acuerdo
al método de los acidos grasos metil ésteres (FAME) y
(i1) el potencial de biodegradacion de hidrocarburos de
la comunidad bacteriana presente en el sedimento
intermareal y en el agua de mar de tres sitio de la costa de
la ciudad de Comodoro Rivadavia en las cuatro estaciones
del afio.

Material y métodos
Obtencioén de muestras

Se tomaron muestras puntuales de sedimento (S) del area
intermareal a una profundidad de 10 a 30 cm y muestras
de agua de mar (M) de la costa de Comodoro Rivadavia.
Los sitios de muestreo fueron tres (Fig. 1): el primero
ubicado en la zona sur de la ciudad (CR1: S45°52,954-
WO067°30,205) cercano al desagiie de efluentes cloacales
del barrio industrial, el cual cuenta con una mayoria de
empresas dedicadas a actividades relacionadas con la
industria del petroleo; los sedimentos de sus playas se
encuentran constituidos principalmente por arena. El
segundo sitio de muestreo se ubico en la zona centro
(CR2: S45°52,150-W067°29,052), cercano a los
desagiies de efluentes cloacales provenientes
principalmente de comercios y viviendas de uso particular,
y el tercer sitio de muestreo se ubico en la region norte
(CR3: S45°50-466 W067°27,983), a unos 200 metros
de una boya de descarga de combustible para
abastecimiento de la ciudad y a 300 m aproximadamente,
del desagiie de efluentes cloacales de la zona, el cual
cuenta con un tratamiento de sus aguas. Los sedimentos
de estos ultimos dos lugares se encuentran constituidos
por grava. Las muestras de sedimento, como las de agua
de mar, fueron recolectadas en bajamar en frascos de
vidrio estéril y conservadas a 4°C hasta su procesamiento.
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Ubicacion geogréfica de los muestreos de sedimento y agua
de mar en la ciudad de Comodoro Rivadavia. CR1,
CR2y CR3 =sitios de muestreo 1,2y 3
respectivamente

Geographic location of sediment and sea water sampling
in Comodoro Rivadavia City. CR1, CR2 and CR3 =
sampling sites 1, 2 and 3, respectively

De cada sitio se tomaron cuatro muestras en el transcurso
de un afio, una por cada estacion estival. Se tomo la
temperatura del agua in situ en cada muestreo.

Andlisis fisico y quimico

En las muestras de agua de mar el pH se midi6 mediante
un electrodo de vidrio. El contenido de amonio se
determiné con azul de indofenol y el fosfato con azul de
molibdeno. El nitrito se determiné por colorimetria con
acido sulfanilico y 1-naftilamina y el nitrato con brucina
en presencia de acido sulftrrico. El contenido de sulfato
se determiné por el método turbidimétrico basado en su
precipitacion en medio acido y el cloruro fue determinado
por el método de Mohr (Pucci & Pucci 2003).

Analisis microbioldgico

Para determinar la presencia de bacterias coliformes
totales y fecales, se utilizo el método de filtracion por
membrana con un didmetro de poro de 0,22 um. Se
filtraron 10 mL de agua de mar para coliformes totales y
100 mL para coliformes fecales. La temperatura de
incubacion fue de 37 y 44°C respectivamente durante 24
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a 48 h. El medio de cultivo utilizado fue ENDO segun
EPA-600/ 8-78-017.

La determinacion de bacterias aerobias heterotroficas
se realizo por el método de diseminacion en superficie a
partir de diluciones seriadas de las muestras en agua de
mar envejecida y estéril, las placas se incubaron a 28°C
durante 15 dias. Se utilizaron dos medios de cultivo: BRN,
bacterias aerobios heterotroficas (tripteina bacteriologica
5 g, extracto de levadura 1 g, K HPO, 1 g, (NH,),SO, 2
g, agar - agar 15 g, agua de mar envejecida y estéril 700
mL, agua destilada 300 mL, pH 7,2) y BBR, bacterias
aerobios oligotroficas (tripteina bacteriologica 0,5 g,
extracto de levadura 0,5 g, K. HPO, 1 g, (NH,),SO, 2 g,
agar-agar 15 g, agua de mar envejecida y estéril 700 mL,
agua destilada 300 mL, pH 7,2).

Para la deteccion de bacterias degradadoras de
hidrocarburos (BDH) se utiliz6 la técnica de diseminacion
en superficie en medio mineral con el agregado de 30 pL
de una mezcla 1:1 de petroleo gasoil (MM-PGO) por
placa segiin Pucci & Pucci (2003); la temperatura de
incubacion fue de 28°C por 15 dias.

Todos los medios de cultivo fueron preparados con
agua de mar estéril tomada de la zona carente de
contaminacion antropica, la que fue envejecida para
eliminar la materia organica. De esta manera los medios
de cultivo contenian los mismos minerales y una
concentracion salina aproximada a la existente en la zona,
permitiendo un mejor desarrollo de la poblacion
bacteriana.

Seleccidn y aislamiento de cepas bacterianas

De las diferentes placas de recuento realizadas en las
cuatro estaciones del afio, se aislaron 469 cepas para su
posterior identificacion por FAME. Como criterio para
seleccionar los cultivos a estudiar, se tomo el de aislar, a
partir de las placas de recuento, todas las cepas que se
observaron formando colonias aisladas. Las cepas
seleccionadas fueron aisladas hasta cultivo puro con
sucesivos repiques en agar nutritivo (tripteina 17 g,
peptona de soya 3 g, cloruro de sodio 5 g, fosfato
dipotasico 2,5 g, glucosa 2,5 g, agua de mar 1000 mL,
pH 7,3).

Identificacion de cepas bacterianas

La identificacion de las cepas seleccionadas se realizo
por FAME. La extraccion de los acidos grasos de
membrana se realizé sobre 40 mg de bacterias
comenzando con una saponificacion con alcohol metilico-
hidroxido de sodio-agua 150 mL: 45 g: 150 mL, seguida
de una metilacion con acido clorhidrico 6 N y alcohol
metilico, 325 mL: 275 mL, y a continuacion una

extraccion con n-hexano-metil terbutil éter (1:1) y lavado
con hidroxido de sodio-agua, 10,8 g - 900 mL (Hartig et
al. 2005).

Los acidos grasos se determinaron como metil esteres
por cromatografia gaseosa, usando una columna capilar
Ultra 2 de 25 m de longitud y 0,2 mm de diametro. El
analisis se llevo a cabo con un cromatografo HP 6890
series I GC, inyeccion ‘splitless’; presion inicial 10 psi;
programa de temperatura: 170-288°C a 28°C min™', 288-
310°C a 60°C min’', 1,5 min de permanencia a 310°C,
detector por ionizacion de llama (Pucci & Pucci 2006).
La integracion de los picos se efectué mediante HP 10.01
Chem Station, los acidos grasos fueron identificados
utilizando Sherlock 6.0 (MIDI Inc., Newark, Del.) con el
estandar Agilent ‘Calibration standards kit for the
microbial identification system’. La composicion en
acidos grasos fue calculada como porcentaje del area de
pico.

Se tomd como criterio de identificacion de los
microorganismos que el indice de similitud fuera mayor
a 0,5 considerando lo propuesto por Brow & Leff (1996),
y que valores comprendidos entre 0,3 y 0,5 de este indice
identifica a la cepa como un cultivo atipico.

Cinética de mineralizaciéon de hidrocarburos

El potencial de biodegradacion se determin6 por dosaje
del dioxido de carbono (CO,) producido a partir del
hidrocarburo ensayado (Bartha 1979). Se trabajo con
microcosmos confeccionados en frascos de 250 mL de
capacidad con cierre perfecto. Los mismos se disefiaron
por triplicado a partir de cada una de las muestras con 50
mL de agua de mar o con 5 g de sedimento en 45 mL de
agua de mar envejecida y estéril. A todos se les adiciono
50 uL de una solucién de nutrientes denominada HBD
(K,HPO, 1 g, (NH,),PO, 2 g, agua destilada 1000 mL,
pH 7). Como fuente de carbono se colocaron 25 uL de
gasoil en cada microcosmo. Para capturar el CO,
producido en el sistema por la mineralizacion de la fuente
carbonada, se coloco, dentro del mismo, un frasco colector
con hidroxido de sodio 3 N. El hidroxido de sodio se
renovo y titulé semanalmente con acido clorhidrico 0,1
N, utilizando fenolftaleina y heliantina como indicadores
del punto final. Como blanco del experimento se realizo
un microcosmo con iguales caracteristicas a lo
anteriormente mencionado, sin la adicion de gasoil, para
cada una de las muestras. Los valores de mineralizacion
obtenidos con el sistema blanco, se restaron de los demas
para asi conocer la mineralizacion producida sélo por el
gasoil incorporado. Todos los sistemas se incubaron en
oscuridad, a 28°C por 50 dias. Los microcosmos se
agitaron de forma manual una vez por semana para su
aeracion.
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Analisis estadistico

Los valores de mineralizacion y recuento se analizaron
utilizando analisis de varianza (ANOVA) mediante el
programa BIOM (Applied Biostatistics Inc., 3 Heritage,
Setauket, NY 117I1 USA). Para el analisis de los perfiles
de FAME obtenidos se realizé un estudio de componentes
principales utilizando el programa PASS.

Resultados

El andlisis fisico y quimico de las muestras de agua indic6
que éstas poseen parametros dentro de los rangos
normales para este tipo de ambiente (Gallardo et al. 2004).
La temperatura fue de 16 + 1,5°C para las estaciones de
verano y primavera, para otofio e invierno fue de 12 +
0,5°C. Las determinaciones de pH no mostraron
variaciones importantes durante todo el tiempo de
muestreo, con un valor promedio de 7,7 £ 0,4. La salinidad
de las muestras de agua de mar estuvo en el orden de
17260 + 1870 mg L' para cloruros y de 2760 + 412 mg
L' para sulfatos. En los sitios 2 y 3 no se detect amonio,
nitrato, nitrito ni fosfato. En el sitio 1 se encontraron 4,1
+0,1 mg L' de fosfato y 3,3 £ 0,2 mg L' de nitrato.

Elsitio 1 (CR1) tuvo el mayor nimero de coliformes
totales (UFC mL™"), los que fueron detectados en todas
las estaciones del aflo a excepcion de invierno (Tabla 1).
Con respecto a la presencia de coliformes fecales para la
estacion CR1, se detectaron solo en primavera y verano.
En el sitio 2 (CR2), se encontraron bacterias coliformes
totales en dos épocas del afio; los microorganismos
coliformes fecales solo se observaron en una época del
afio, coincidiendo con la muestra 1 con la presencia de
los mismos en las épocas mas calurosas del afio, como es
el verano. En el lugar de muestreo 3 (CR3), so6lo se

Tabla 1
Recuento de bacterias coliformes totales y coliformes
fecales (UFC mL1) en muestras de agua. CR1, CR2
y CR3 = sitios de muestreo 1, 2 y 3 respectivamente

Total and faecal coliforms counts (UFC mL™") in water. CR1,
CR2 and CR3 = sampling sites 1, 2 and 3, respectively

Coliformes totales Primavera Verano Otofio Invierno
CRI 7,0x 10" 56x10°  98x 10 -
CR2 - 1L5x 100 1,2x10° -
CR3 - - 2,2x 10° -

Coliformes fecales

CRI1 9,9x10' 2,4 x10° - -
CR2 - 55x 10" - -
CR3 - - - -

encontraron microorganismos coliformes totales en otofio.
En el sitio 2 (CR2), se encontraron bacterias coliformes
totales en dos épocas del afio, los microorganismos
coliformes fecales solo se observaron en una época del
afio.

Los recuentos bacterianos obtenidos en los medios
BBR y BRN fueron dependientes del lugar de toma de
muestra y de la estacion del aflo, con una leve tendencia
a observar mayor numero de microorganismos en las
muestras de sedimento que en las de agua de mar (Tabla
2). La muestra CR1, mostr6 los resultados mas elevados
para los recuentos de agua de mar. Tanto para BBR como
para BRN, estos resultados fueron mayores en el periodo
de verano, estando esto de acuerdo con lo observado para
los microorganismos coliformes. En CR2 se encontr6 el
mayor recuento en otoflo para BBR y en las estaciones
de otofio e invierno para BRN. En CR3, el nimero de
bacterias que desarrollaron en BBR fue superior en otofio
y verano, mientras que en BRN fue en verano e invierno.
Con respecto al medio MM-PGO, se observo que el
numero de Unidades Formadoras de Colonias crecidas
estuvo en concordancia con lo sefialado para BBR y BRN.
El sitio CR1 presento6 la mayor cultivabilidad en verano,
tanto para sedimento como para agua de mar, siendo este
sitio el de mayor carga bacteriana de los tres estudiados.

Los ensayos realizados en las muestras de agua de
mar (Fig. 2) indicaron que los sitios CR1 (M1) y CR2
(M2) siguieron una tendencia similar de mineralizacion
de gasoil a lo largo del afio, no ocurriendo lo mismo en
CR3 (M3), lugar que posee una tendencia diferente. En
los tres lugares de muestreo existieron buenas
mineralizaciones en primavera y verano con una tasa de
mineralizacién de aproximadamente 25 mg CO,L", a
excepcion de CR3 (M3), que mostrd baja mineralizacion
en verano (11 mg CO,L™"). En las estaciones mas frias
del afio, otofio e invierno, la produccién de CO, fue
moderada en todos los sitios, con tasas de
mineralizaciones comprendidas entre 11 y 14 mg CO,
L', destacandose el sitio CR1, que fue el mas eficaz en
estas estaciones.

Los estudios de mineralizacion de gasoil en las
muestras de sedimento (Fig. 3) mostraron que los sitios
CR2 y CR3 poseen un patréon de produccion de CO,
similar a lo largo del afio. En ambos lugares de muestreo,
la mejor mineralizacion fue durante el verano (50 a 80
mg CO, kg™). El sitio CR1 fue el mas eficaz al mineralizar
el gasoil en las estaciones de verano, otoflo e invierno
con tasas de mineralizacion de 292, 200 y 252 mg CO,
kg, respectivamente. El valor de produccion de CO,
observado en primavera fue similar a los demas sitios
(20 mg CO, kg™).
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Tabla 2

Recuentos de bacterias en los medios de cultivo de BBR, BRN y PGO (UFC g'y UFC mL™) para sedimentos (S) y
agua de mar (M). Los ndmeros 1, 2 y 3 corresponden a los sitios de muestreo CR1, CR2 y CR3, respectivamente

Bacteria counts in BBR, BRN and PGO culture media (UFC g! and UFC mL"') for sediments (S) and
water (M). Numbers 1, 2 and 3 correspond to sampling sites CR1, CR2 and CR3, respectively

Medio de cultivo Muestra Primavera Verano Otoilo Invierno
BBR CR-M-1 3,0x10" 4,2x10° 9,4x10° 3,3x10°
CR-M-2 8,1x10? 4,9x10 3.2x10° 7,0x10"
CR-M-3 4,0x10° 1,3x10° 1,2x10° 4,1x10°
CR-S-1 7,0x10% 6.8x10° 3,8x10° 1,9x10°
CR-S-2 1,5x10° 9,7x10* 8,0x10° 6.2x10°
CR-S-3 1,7x10% - 3,3x10* 3,0x10°
BRN CR-M-1 5,0x10' 4,5x10° 2,6x10° 8,0x10°
CR-M-2 8,9x10° 6,8x10° 2,4x10° 8,2x10°
CR-M-3 5,5x10° 1,0x10° 4,7x10° 1,4x10°
CR-S-1 2,7x10° 5,1x10° 2,3x10° 1,3x10*
CR-S-2 2,2x10° 1,0x10° 1,0x10* 6,7x10°
CR-S-3 9,5x10° - 2,9x10* 2,1x10%
PGO CR-M-1 2,8x10° 5,.2x10° 1,2x10* 1,4x10°
CR-M-2 6,1x10° 9,7x10° 1,7x10° 5,5x10°
CR-M-3 2,9x10° 2,9x10° 2,7x10° 2,1x10°
CR-S-1 1,0x10" 1,8x10° 9,7x10° 3,1x10°
CR-S-2 2,0x10° 3,0x10* 4,5x10° 4,6x10°
CR-8-3 1,6x10* 3,1x10° 3,5x10° 2,4x10°
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Acumulacion de CO, en la utilizacion de gasoil en agua
de mar (M). M1, M2y M3 =sitios de muestreo
1, 2y 3 respectivamente

Accumulation of CO, in the use of gasoil in seawater (M).
M1, M2 y M3 =sampling sites 1, 2 and 3, respectively

Acumulacion de CO, en la utilizacion de gasoil
en sedimento (S). S1, S1y S3 = sitios de
muestreo 1, 2 'y 3 respectivamente

Accumulation of CO2 in the use of gasoil in sediment (S).
S1, S1y S3 = sampling sites 1, 2 and 3, respectively
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Identificacion de cepas bacterianas

Un total de 469 cepas fueron aisladas a partir de los
diferentes sitios de toma de muestras. Solo se identificaron
236 cepas, las que pertenecieron a 37 géneros y 54
especies. El resto de las 233 cepas correspondieron a
microorganismos que no se encontraban en la base de
datos utilizada. Los géneros bacterianos identificados con
mayor frecuencia en la costa de Comodoro Rivadavia
resultaron ser Pseudoalteromonas, Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp. y Aeromonas sp., todas con una
frecuencia de aparicion mayor a 15. Otro grupo de
microorganismos encontrado con una elevada frecuencia
fueron las enterobacterias, siendo caracteristica la
aparicion de los géneros Enterobacter, Escherichia y
Citrobacter. Con una frecuencia de entre 5 y 10
aislamientos se identific6 a los géneros bacterianos
Rhodobacter, Ochrobactum, Vibrio, Sthaphilococcus,
Bacillus, Kocuria, Brevundimonas y Shewanella.

Los microorganismos con una frecuencia de
recuperacion menor al 0,1%, resultaron ser Flavimonas,
Gluconobacter asaii/cerinus/oxydans, Micrococcus y
Rhodovolum sulfidophilum, todos recuperados cuatro

veces en el total de las muestras. Tres veces fueron
aislados Kluyveria cryocrescens, Pseudoxantomonas sp.,
Rhodococcus, Shewanella putrefaciens/algae. Los
microorganismos Aerococcus viridans, Chryseomonas
luteola, Curtobacterium flaccunfaciens, Enterobacter
carncerogenus (Erwinia cancerogena), Grimontia
hollisea, Microbacterium, Moraxella catarrhalis y
Rhizobium radiobacter se identificaron dos veces cada
uno y se encontrdé un aislamiento de Paenibacillus
alginolyticus, Pectobacterium carotovorum atrosepticum,
Photorhabdus luminescens luminescens, Proteus
vulgaris, Psychrobacter immobilis, Roseomonas
fauriae, Stenotrophomonas maltophila, Virgibacillus
pantothenticus, Xanthobacter flavus, Yersinia
frederiksenii y Zobellia ulginosa. El gran niimero de
géneros y especies bacterianas encontradas en la zona,
indican la presencia de comunidades bacterianas
constituidas por una importante diversidad de
microorganismos. Los aislamientos no identificados por
el sistema utilizado resultaron ser todos diferentes entre
si debido a que se encontraron separados unos de otros
con un valor de distancia euclidiana mayor a 10 en el
estudio de similitud realizado (datos no mostrados).
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Aci: Acinetobacter, Aec: Aerococcus, Aeo: Aeromonas, Art. Arthrobacter, Bac: Bacillus, Bra: Bradyrhizobium, Bre: Brevundimonas, Chr:
Chryseomonas, Cur: Curtobacterium, Ent: Enterobacterias, Fli: Flavimonas, Flo: Flavobacterium, Glu: Gluconobacter, Klu: Kluyvera, Koc:
Kocuria, Mcb: Microbacterium, Mce: Micrococcus, Mor: Moraxella, Och: Ochrobactrum, Pae: Paenibacillus, Phot: Photobacterium, Pse:
Pseudomonas, Psx: Pseudoxanthomonas, Psy: Psychrobacter, Rhi: Rhizobium, Rdv: Rhodavolum, Rdb: Rhodobacter, Rdc: Rhodococcus, Rdu:
Rhodovulum, Ros: Roseomonas, She: Shewanella, Sta: Staphilococcus, Ste: Stenotrophomonas, Vib: Vibrio, Xan: Xanthobacter, Zob: Zobellia,

Psa: Pseudoalteromonas.

Figura 4

Andlisis de componentes principales de los sitios y la densidad de los géneros bacterianos. M1, M2 y M3 = agua de mar
1, 2y 3 respectivamente. S1, S2 y S3 = sedimentos 1, 2 y 3 respectivamente

The principal components analysis of sites and the density of the bacterial genera. M1, M2 and M3 = seawater
1, 2 and 3 respectively. S1, S2 and S3 = sediment 1, 2 and 3 respectively
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Aci: Acinetobacter, Aec: Aerococcus, Aeo: Aeromonas, Art: Arthrobacter, Bac: Bacillus, Bra: Bradyrhizobium, Bre: Brevundimonas, Chr:

Chryseomonas, Cur: Curtobacterium, Ent: Enterobacterias, Fli: Flavimonas, Flo: Flavobacterium, Glu: Gluconobacter, Klu: Khoywvera, Koc:

Kocuria, Mch: Microbacterium, Mcec: Micrococcus, Mor: Moraxella, Och: Ochrobactrum, Pae: Paenibacillus, Phot: Photobacterium, Pse:

Pseudomonas, Psx: Pseudoxanthomonas, Psy: Psychrobacter, Rhi: Rhizobium, Rdv: Rhodavolum, Rdb: Rhodobacter, Rdc: Rhodococeus, Rdu:

Rhodovulum, Ros: Roseomonas, She: Shewanella, Sta: Staphilococcus, Ste: Stenotrophomonas, Vib: Vibrio, Xan: Xanthobacter, Zob: Zobellia,

Psa: Pseudoalteromonas.

Figura 5

Andlisis de componentes principales de las cuatro estaciones del afio y de la densidad de los géneros bacterianos

The principal components analysis of season and the density of the bacterial genera

Las cepas cultivables identificadas se agruparon en
una nube donde Aeromonas se halla mas alejada del resto
(Fig. 4). Analizados los sedimentos estudiados, se
encontré que dos de ellos se colocaron muy cercanos
entre si, siendo el perteneciente al sitio CR2 (S2), el que
mas se alejo de los demas. Esto indica que los
microorganismos encontrados en CR1 (S1) y CR3 (S3)
son de iguales caracteristicas con respecto a su identidad
y que en CR2 (S2), la comunidad bacteriana presente
estaria constituida por una biodiversidad bacteriana algo
diferente a los otros sitios de muestreo. El analisis de
ordenamiento de grupos bacterianos de las muestras de
agua de mar determiné que las tres muestras de agua de
mar se diferenciaron mucho entre si, con una composicion
diferente de microorganismos recuperados de las mismas.
Las muestras de los sitios CR1 (M1) y CR2 (M2), con
mayor frecuencia de recuentos positivos de coliformes,
se encuentran caracterizadas por los microorganismos
marcadores de contaminacion fecal, enterobacterias.

En cuanto a la distribucion de los microorganismos
con respecto a las estaciones del afio (Fig. 5), se observo
en otoflo la mayor biodiversidad, encontrando en invierno
mayor cantidad de bacterias Gram positivas.

Discusion

La ciudad de Comodoro Rivadavia, en los ultimos afios,
presentd un crecimiento sostenido en el niimero de
habitantes. Esto super6 a la infraestructura sanitaria
existente, que ya era limitada antes del crecimiento. Los
tres sitios presentaron marcadores de contaminacion
antropica, debido a la presencia de coliformes y presencia
de bacterias degradadoras de petroleo (Tablas 1 y 2). Si
bien en CR1 y CR2 estan presentes emisarios cloacales,
el sitio CR1 esta ubicado en la zona de mayor actividad
industrial de la ciudad, que mayoritariamente se dedica
al rubro de servicios petroleros. Esto puede justificar la
presencia de cepas degradadoras de hidrocarburos en
CR1, situacion que la asemeja al sitio CR3 que posee un
emisario cloacal con tratamiento, el cual esta cercano a
una boya de descarga de hidrocarburos destilados del
petroleo. Las diferencias con respecto a estos resultados
en los distintos puntos de muestreo pueden estar generadas
por la presencia, en CR1, de un vertedero de liquidos
cloacales en la playa. Este tipo de vertederos también se
encuentra en CR2, pero a diferencia de CR1, el mismo
estd dentro del lecho marino. El sitio CR3, con menos
frecuencia de microorganismos marcadores de
contaminacion fecal, posee vertederos de efluentes
cloacales con un tratamiento previo a la liberacion de las
aguas.
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Los recuentos bacterianos observados en las muestras
de agua de mar son menores que los de sedimentos,
apoyando lo propuesto por Siiss et al. (2004) de que este
suceso se debe al soporte que dan a los microorganismos
los distintos tipos de particulas que forman los sedimentos.

En el agua de mar, la cantidad de nutrientes es baja.
Por ello no se presentd diferencia en los desarrollos
bacterianos. En los sitios CR1 y CR2, por estar proximos
a lugares de vertederos de liquidos cloacales no tratados,
la materia organica es mayor, pero igualmente esto no
modifico los desarrollos, lo que nos permite pensar que
los microorganismos presentes se adaptan facilmente a
los cambios de nutrientes. El desarrollo en el medio con
hidrocarburos indicaria también que la comunidad esta
adaptada a la presencia de estos compuestos. El sitio CR1,
ubicado en el barrio industrial, cuyo principal ramo
industrial es el de servicios petroleros fue el que mostrd
uno de los mayores recuentos de BDH en este estudio.
Los otros dos sitios presentaron valores similares de
desarrollo. Estos resultados confirman la contaminacion
que se encuentra presente en nuestra costa y de la
capacidad de la comunidad bacteriana para poder
combatirla. Otros autores (Esteves & Commendatore
1993, Commendatore et al. 2000) observaron la presencia
de hidrocarburos en moluscos e hidrocarburos alifaticos
en la costa del puerto de la ciudad asociados a la presencia
de arena.

La mineralizacion de gasoil en medio liquido favorece
a los microorganismos de rapido desarrollo (Atlas &
Bartha 2002), mientras que la buena utilizacion de
hidrocarburos en los sedimentos se debe a que estos son
mejores soportes para los hidrocarburos y los
microorganismos (Stoeck et al. 2002), favoreciendo su
utilizacion y la mayor carga bacteriana en los mismos. El
hecho que el mejor resultado se obtuviera en el sitio CR1
es por que fue el inico compuesto por arena fina, ya que
los otros dos son de grava. Los valores de mineralizacion
obtenidos en los sedimentos marinos son similares a los
que se obtienen en buenos ‘landfarming’ (Riiss et al.
2002). Los valores en agua de mar fueron menores
motivados por la hidrofobocidad que existe entre el agua
y los hidrocarburos que limita la utilizacion de estos
ultimos por parte de las bacterias (Atlas & Bartha 1972).

Las bacterias aisladas e identificadas son bacterias
heterotrofas encontradas habitualmente en aguas de mar.
El 49,7% de las cepas presentaron valores de similitud
menores a 0,3; de 0,5 a 0,3 se consideran identificadas,
pero como cultivos atipicos segiin Brown & Leff (1996),
lo que indica que existe una diversidad ain mayor que no
se encuentra en la ultima version de la base de datos de
MIDI utilizada. E1 50,3% pertenece a cepas identificadas

de las cuales no se hallaron cultivos iguales (datos no
mostrados), con excepcion del grupo de las enterobacterias,
las identificaciones coinciden con géneros hallados
frecuentemente en aguas y sedimentos marinos en la
region de estudio (Gallardo et al. 2004).

Se hallaron cepas con capacidad de degradar
hidrocarburos como Pseudomonas sp., las que poseen
una capacidad excelente de desarrollo en medios liquidos
y de crecimiento rapido cuando las condiciones las
favorecen, siendo ampliamente conocida su capacidad de
utilizar hidrocarburos como fuente de carbono (Vacca et
al. 2002). Estas bacterias se encuentran frecuentemente
en suclos patagdnicos altamente contaminados con
hidrocarburos (Pucci & Pucci 2003, Vacca et al. 2002).
Algunos géneros hallados, entre los cuales destaca
Acinetobacter, han sido descritos en ambientes como la
antartica, que se caracteriza por producir biosulfactantes,
que aumentan la biodisponibilidad de los productos
insolubles en agua (Toren et al. 2001, Ron et al. 2002).
La mayor presencia fue de Pseudoalteromnas, bacterias
que se encuentran en medios marinos y poseen capacidad
de utilizar hidrocarburos; este género esta relacionado
con Alteromonas y Shewanellas, todas ellas
Gammaprotobacterias hetorotroficas marinas (Ivanova et
al. 2004). Bacterias del género Shewanella han sido
estudiadas en la ultima década debido a que poseen un
importante rol en el co-metabolismo durante la
biorremediacion de compuestos del tipo halogenado,
derivados del petroleo y reductores del magnesio y oxido
de hierro. Sin embargo, una de sus principales
caracteristicas es su habilidad de producir acidos grasos
poliinsaturados (Russell & Nichols 1999).

La frecuencia de encuentro de las cepas identificadas
estuvo marcada por la contaminacion que recibe el sitio
de muestreo. La presencia de efluentes de liquidos
cloacales generd que las cepas de enterobacterias
identificadas se aproximaran, en el andlisis de
componentes principales, a los sitios CR1 y CR2. Este
tipo de microorganismos posee la capacidad de
permanecer durante largos periodos en sedimento (Vieira
et al. 2001) y demuestra el grado de contaminacion de
origen fecal que contienen estas dos playas de la ciudad.
Esto ultimo es de suma importancia debido al riesgo de
transmision de enfermedades infecciosas por via fecal
oral. Seglin la nota técnica 29 de OPS-OMS (Salas 2000),
los valores de coliformes totales y fecales encontrados
en el agua de estos dos sitios, hacen que las mismas no
sean aptas para uso recreacional. En el sitio CR3, el estado
de contaminacién fecal observado fue mucho menor,
encontrando coliformes totales solo en el otofio. Esto
muestra la importancia que posee el correcto tratamiento
de los efluentes que son liberados al mar, atribuyendo la
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presencia de este tipo de microorganismos en este sitio a
un hecho puntual y aislado en esta playa. Las muestras
de sedimento CR1 y CR3 estan relacionados por las cepas
que son capaces de utilizar hidrocarburos, esto es debido
a que en ambos lugares de muestreo hay posibles fuentes
de contaminacion por hidrocarburos, una boya de
descarga de combustibles en CR3 y descargas de efluentes
sin tratamientos del barrio industrial de la cuidad en CR1.
Esto demuestra una gran adaptaciéon de los
microorganismos de la zona para remediar pequefios
derrames accidentales de hidrocarburos.

La frecuencia de cepas bacterianas por estaciones
estaria relacionada con la temperatura ambiente de la
zona; en invierno se favorece el hallazgo de cepas Gram
positivas, como Rhodococcus, que poseen mayor
capacidad de sobrevida en condiciones adversas. Este
género posee capacidad de utilizar diversos hidrocarburos
por su enorme versatilidad catabdlica (Ruberto et al. 2005,
Whyte 1999). En primavera esto se modifico,
observandose cepas que poseen un desarrollo mas rapido
como las Gram negativas, debido a que, al existir un clima
mas favorable para el desarrollo bacteriano, la
competencia por los escasos nutrientes es mayor y solo
desarrollan los microorganismos con mayor velocidad de
crecimiento (Gallardo et al. 2004).

Este estudio ha encontrado que la biodiversidad
bacteriana cultivable en la costa de Comodoro Rivadavia
es importante y que las comunidades de los diferentes
lugares de muestreo serian constituidas en funcion a la
calidad de sus aguas. Es importante remarcar que la
principal industria que posee la ciudad es la relacionada
con la extraccion de hidrocarburos y que los
microorganismos presentes en la costa poseen un
importante potencial de biodegradacion de este tipo de
compuestos.
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